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Riassunto 
Il microambiente tumorale è un tessuto dinamico ed eterogeneo ove la cellula 
neoplastica è in continua e reciproca interazione con lo stroma e le componenti 
cellulari della risposta infiammatoria. 
I normali meccanismi di difesa dell’organismo possono giocare un ruolo chiave 
nell’attivare o contrastare i processi di carcinogenesi e sviluppo del tumore. 
Diversi sono i meccanismi attraverso i quali il tumore può bloccare l’attività 
immunitaria antineoplastica. È stato dimostrato che esiste una immunosoppressione 
locale esercitata dal tumore che coinvolge, in primo luogo, le cellule dendritiche 
(DC).  
Le DC sono le più potenti cellule professionali presentanti l’antigene (APC) deputate 
all’immunosorveglianza, in grado sia di indurre e modulare l’immunità cellulo-
mediata contro patogeni, antigeni tumorali e proteine non-self, sia di mantenere la 
tolleranza immunologica. 
Studi recenti hanno dimostrato che le cellule tumorali possono sfuggire al controllo 
immunitario mediante diversi meccanismi: inibizione del differenziamento  in DC da 
precursori ematopoietici e monocitari CD14
+
, inefficiente maturazione delle DC e 
induzione dell’apoptosi nelle DC circolanti. 
È stato ipotizzato che tale azione inibitoria sulle DC infiltranti il tumore sia 
riconducibile al rilascio di fattori come IL-6, IL-8, IL-10, VEGF e TGF-β da parte 
delle cellule tumorali stesse. 
Obiettivo di questo studio è cercare di contribuire alla comprensione dei meccanismi 
che sottendono la soppressione immune indotta dal tumore e pertanto al disegno di 
future terapie immunomodulanti. 
Per questo motivo, abbiamo investigato in vitro gli effetti di un microambiente 
tumorale, in particolare quello colon-rettale, sulla differenziazione dei monociti in 
DC e sulla maturazione di queste ultime. A tale scopo è stato utilizzato un sistema di 
camere Transwell che consente di esaminare gli effetti dei fattori solubili rilasciati 
dalle cellule neoplastiche sulle DC. 
Come modello tumorale è stata scelta la linea umana COLO320, che risulta wild-
type per la proteina KRAS. 
 II 
 
Aggiuntivamente è stato valutato l’effetto dei farmaci chemioterapici Cetuximab e 
Temsirolimus sulla linea tumorale e sull’interazione di questa con i processi 
generativi e maturativi delle cellule dendritiche. 
Il Cetuximab è un anticorpo monoclonale chimerico IgG1 prodotto in una linea 
cellulare di mammifero mediante tecniche di DNA ricombinante, specificamente 
diretto contro il recettore per il fattore di crescita epidermico (EGFR). È indicato per 
il trattamento di pazienti affetti da carcinoma metastatico del colon-retto con 
espressione di EGFR e con gene KRAS non mutato (wild-type). 
Il Temsirolimus, un inibitore selettivo dell’mTOR (proteina a valle nella cascata del 
segnale generata dall’attivazione dell’EGFR), è un estere solubile in acqua analogo 
della rapamicina (antibiotico naturale della classe dei macrolidi con attività 
antifungine, antitumorali e immunosoppressive). È indicato nel trattamento di prima 
linea di pazienti con carcinoma avanzato a cellule renali (RCC) e nel trattamento di 
pazienti adulti con linfoma a cellule mantellari refrattario e/o recidivante (MCL). 
Per verificare la presenza di un possibile effetto modulatorio, sono stati eseguiti test 
di citotossicità (MTT assay) dei farmaci sulla linea tumorale e sono state dosate, con 
metodo immunoenzimatico, le citochine (IL-6, IL-8, IL-10, TGF-β, VEGF) rilasciate 
nei surnatanti delle colture. 
In base ai risultati ottenuti sono state scelte le concentrazioni dei farmaci che meglio 
modulavano il rilascio di citochine senza indurre un’eccessiva mortalità cellulare; 
queste concentrazioni sono state poi utilizzate in associazione per il trattamento delle 
cellule tumorali. 
Le DC sono state generate a partire da monociti CD14
+ 
 circolanti, ottenuti da cellule 
mononucleate provenienti da buffy-coat di donatori sani mediante separazione 
immunomagnetica. I monociti CD14
+
 così ottenuti sono stati coltivati in presenza di 
fattori di crescita (GM-CSF e IL-4). Al 6° giorno di coltura le cellule ottenute (DC 
immature) sono state indotte a maturare mediante aggiunta di LPS per ulteriori 48 
ore; all’8° giorno le cellule mature sono state sottoposte ad analisi morfologica 
(tramite allestimento di citocentrifugati e colorazione May-Grunwald Giemsa) e 
fenotipica (mediante citometria a flusso). Marcatori utilizzati sono l’antigene CD14, 
espresso dai monociti e perso durante il processo di generazione delle DC, le 
molecole costimolatorie CD40 e CD80, l’antigene HLA di classe II (HLA-DR) e 
l’antigene CD83 espresso dalle DC mature. 
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L’attività funzionale delle DC è stata investigata in citometria a flusso mediante 
valutazione dell’attività endocitotica e della capacità di presentare l’antigene ai 
linfociti T (reazione leucocitaria mista). 
I nostri esperimenti hanno mostrato che la linea tumorale può parzialmente inibire la 
differenziazione delle DC dai precursori monocitari e ridurne la maturazione, come 
mostrato dalla significativa down-regolazione delle molecole costimolatorie (CD40 e 
CD80) e degli antigeni CD83 e HLADR, rispetto alle DC controllo. Le COLO320 
sono anche in grado di inibire la funzionalità dendritica: diminuisce infatti, rispetto al 
controllo, sia la capacità fagocitica delle DC sia la capacità di attivare i linfociti T 
allogenici nella reazione leucocitaria mista. 
Il trattamento della linea tumorale con l’associazione farmacologica ne ha ridotto 
l’effetto inibitorio esercitato sulla differenziazione delle DC. 
Relativamente ai processi maturativi, il trattamento farmacologico della linea ha 
permesso alle DC di esprimere l’antigene CD83 (marker di maturazione) in 
percentuali sovrapponibili al controllo, sebbene abbia indotto una down-regolazione 
delle molecole costimolatorie (CD40 e CD80) e dell’antigene HLA-DR. Inoltre ha 
migliorato significativamente l’attività fagocitica delle DC e la loro capacità di 
presentare l’antigene ai linfociti T. 
In conclusione, questi risultati preliminari sembrano dimostrare un’attività 
immunomodulatoria del Cetuximab e del Temsirolimus sulla linea COLO320 e 
sull’interazione di questa con le cellule dendritiche umane, in un modello 
sperimentale che si propone di ricreare in vitro un tipo di interazione cellulare 
presente in un microambiente tumorale. Tale attività immunomodulatoria dovrà 
essere confermata da ulteriori studi. 
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1.1 IL MICROAMBIENTE TUMORALE E LE CELLULE DENDRITICHE 
1.1.1 Il microambiente tumorale 
Lo sviluppo e la sopravvivenza delle cellule tumorali è un processo multifattoriale 
che coinvolge mutazioni genetiche di cellule normali ma anche cambiamenti 
fisiologici all’interno delle cellule tumorali stesse e nei meccanismi di difesa del 
nostro organismo. Mutazioni che determinano l’attivazione di oncogeni o mutazioni 
che causano la perdita di attivazione dei geni oncosoppressori, possono portare a 
proliferazione cellulare, immortalità e carcinogenesi. Inoltre, anche i normali 
meccanismi di difesa dell’organismo possono giocare un ruolo chiave nell’attivare o 
nel contrastare la carcinogenesi e lo sviluppo del tumore. 
La risposta immunitaria di un individuo è di particolare importanza sia per l’iniziale 
formazione del tumore sia per lo sviluppo e la progressione delle cellule tumorali 
stesse. Le cellule del sistema immunitario possono inibire la crescita e la 
progressione del tumore attraverso il riconoscimento e l’attacco di cellule maligne, 
un processo definito come immunosorveglianza o immunoediting. Uno stato di 
immunodeficienza può quindi predisporre un individuo allo sviluppo di tumori sia 
spontanei sia indotti da virus ed i tumori stessi spesso generano un microambiente 
immunosoppressivo che blocca l’immunità antitumorale (Zamarron BF at al., 2011). 
Le cellule tumorali, grazie alla produzione autocrina di fattori di crescita, sono 
caratterizzate da un’autonomia proliferativa che le rende indipendenti dai segnali di 
crescita inibitori e regolatori che possono provenire dall’ambiente circostante 
(Hanahan at al., 2000). Esse mettono in atto delle efficienti strategie per prevenire 
l’induzione di un’immunità tumore-specifica e per promuovere, al contrario, una 
tolleranza tumore-specifica (Rabinovich GA at al., 2007). 
Negli ultimi anni è stata data particolare importanza allo studio dei mediatori solubili 
presenti nel microambiente tumorale destando interesse scientifico per l’eventuale 
identificazione di nuovi target terapeutici. 
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1.1.2 Il sistema immunitario: le cellule dendritiche 
Le cellule dendritiche (DC) sono le più potenti cellule presentanti l’antigene (APC, 
antigen presenting cells), in grado sia di indurre e modulare l’immunità cellulo-
mediata contro patogeni, antigeni tumorali e proteine non-self, sia di mantenere la 
tolleranza immunologica. 
Dal doppio ruolo o dai diversi ruoli delle DC, per alcuni aspetti antitetici, nasce 
l’idea di considerare le DC ed i fenomeni biologici ad esse correlati in maniera 
dinamica, aprendo nuove prospettive per la comprensione dei processi patologici a 
base immunologica e per l’impiego di nuovi approcci terapeutici per il trattamento 
delle neoplasie e delle malattie autoimmuni.  
Le DC originano dal midollo osseo ed i loro precursori raggiungono, attraverso il 
flusso sanguigno, quasi tutti gli organi. Esse sono definite anche “sentinelle”, 
rappresentano la prima linea di difesa per l’organismo e sono presenti nei tessuti al 
fine di mantenere l'omeostasi del sistema immune o di indurre l'orientamento della 
risposta immunologica nel senso dell'immunità o della tolleranza. 
Le DC sono state evidenziate nella cute, nelle vie respiratorie e negli spazi 
interstiziali di molti altri organi (es. cuore, rene e fegato), nei tessuti linfoidi e nel 
sangue. La ridotta espressione di molecole di adesione quali la E-caderina e le 
integrine α6 e il contemporaneo aumento di recettori chemochinici tra cui il CCR7 
consentono alle DC di migrare ipoteticamente in ogni tessuto dell’organismo e di 
localizzarsi a livello dell’epitelio senza romperne la barriera. Questo tipo di 
distribuzione in tutti i tessuti periferici consente alle DC di essere perfettamente 
posizionate per la “cattura” di antigeni self ed antigeni non-self dannosi per 
l’organismo e di attivare i linfociti T specifici, le cellule effettrici della risposta 
immune. 
Le DC comprendono diverse sottoclassi che corrispondono a stadi differenti di 
maturazione con funzioni biologiche diverse.  
Le DC immature, presenti nei tessuti periferici, in presenza di fenomeni infiammatori 
o per ingresso nell’organismo di antigeni patogeni, catturano gli antigeni presenti nel 
microambiente e migrano nell’area paracorticale ricca di cellule T delle stazioni 
linfonodali; qui presentano i peptidi antigenici complessati con molecole di classe I e 
II del sistema maggiore di istocompatibilità (MHC) alle cellule T naïve. 
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Le DC immature sono funzionalmente caratterizzate da elevata capacità di 
macropinocitosi, endocitosi e fagocitosi, attività che viene costantemente effettuata a 
livello periferico in condizioni normali. A conferma della loro funzione di cattura ed 
endocitosi dei patogeni e dei loro prodotti [lipopolisaccaride (LPS), sequenze CpG, 
DNA, Heat Shock Proteins (HSP) ecc.], le DC immature sono caratterizzate, dal 
punto di vista fenotipico, da una bassa espressione di MHC I e II e di molecole 
costimolatorie CD80, CD86, CD40. La presentazione dell’antigene da parte delle DC 
immature ai linfociti T induce uno stato di anergia delle cellule T e, di conseguenza, 
la tolleranza immunologica. 
Le DC immature ma con capacità migratorie verso le stazioni linfonodali, in assenza 
di stimoli microbici o infiammatori, esprimono elevati livelli di MHC II, di molecole 
costimolatorie ma non sono in grado di rilasciare IL-12 o altre citochine 
proinfiammatorie (IL-6, TNFα) ed il loro processo di maturazione sembra arrestarsi 
ad uno stato di semi-maturazione (Ranieri E, 2005). 
Questo parziale stato di maturazione delle DC serve per l’omeostasi del sistema 
immune determinando l’induzione di una permanente ed attiva tolleranza contro gli 
antigeni self che derivano dai tessuti periferici mediata dall’attivazione di cellule 
Treg CD4+CD25+ secernenti IL-10; si tratta quindi di un meccanismo fisiologico di 
protezione messo in atto dal sistema immune tramite le DC e le cellule T regolatorie 
(Treg) che può alterarsi in corso di processi patologici ed in particolare nelle malattie 
autoimmuni. 
Da studi effettuati in vitro su cellule murine è emerso che stimoli differenti 
determinano stadi diversi di maturazione delle DC inducendole a differenziare in 
semimature (quindi tolerogeniche) o mature (quindi immunogeniche) influenzando 
la loro capacità di produrre citochine. 
Una volta giunte nel linfonodo le DC mature perdono la capacità di fagocitare gli 
antigeni ma allo stesso tempo diventano efficienti nell’indurre una risposta immune 
antigene-specifica mediata dai linfociti T. Questo diverso fenotipo di DC presenta 
livelli 50 volte maggiori di molecole dell’MHC rispetto ai macrofagi e forniscono un 
maggiore rapporto peptide/ligando. Inoltre, le DC mature sono caratterizzate da 
elevata espressione di molecole costimolatorie (CD80, CD86, CD40, CD54, B7h, 4-
1BB) e di altre molecole accessorie (DC-SIGN, LFA e TRANCE), che inducono 
l’attivazione dei linfociti T naïve e la loro differenziazione ed espansione in cellule T 
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effettrici. Queste ultime, una volta lasciato il linfonodo, sono in grado di raggiungere 
attraverso le vie linfatiche i tessuti periferici sede dei processi infiammatori e mettere 
in atto la risposta immunospecifica. 
Nel caso dei linfociti T citotossici (LTC), la funzione biologica prevede la lisi delle 
cellule bersaglio, ovvero la distruzione di cellule infettate da virus, di cellule 
neoplastiche o persino, delle stesse DC infettate da parassiti (Ranieri E, 2005). 
 
 
 
Fig. 1: Steps maturativi delle cellule dendritiche (Stockwin LH at al., 2000) 
(MDC, myeloid dendritic cell; SCF, stem cell factor; GM-CSF, granulocyte–macrophage colony 
stimulating factor; TGF, transforming growth factor; HSP, heat shock protein) 
 
 
Le DC completamente mature rilasciano elevati livelli di citochine pro infiammatorie 
(IL-12, TNFα, IL-1β, IL-6 e N-ossido) che polarizzano la risposta T-linfocitaria di 
Tipo Th1. La produzione di IL-2 da parte delle DC è necessaria per indurre il 
“priming” delle cellule T e potrebbe svolgere un ruolo cruciale nello “switch” dallo 
stato di tolleranza all’immunità. Appare quindi evidente, come la produzione di 
citochine accompagnata all’espressione di molecole MHC e costimolatorie sia 
fondamentale per l’induzione dell’immunità e come le DC siano in grado di invertire 
questo fenomeno biologico. 
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Le sottoclassi di Cellule Dendritiche 
Gli studi sulle DC sono stati fino ad ora ostacolati dal numero ridotto di tali cellule 
nei tessuti e nel sangue e dalla mancanza di specifici markers di linea. Le ricerche 
condotte in questo ambito hanno portato alla conclusione che le DC sono una 
popolazione cellulare eterogenea che si può essenzialmente suddividere in due 
importanti sottopolazioni: DC mieloidi (mDC) e DC plasmacitoidi (pDC) che 
presentano distinta origine, fenotipo e funzione. 
Le mDC originano da precursori mieloidi del midollo osseo e richiedono la presenza 
di GM-CSF (granulocyte-macrophage colony stimulating factor) per la loro 
sopravvivenza. Nel sangue periferico umano, le mDC sono identificate come 
negative per i markers specifici delle cellule linfoidi (CD3, CD14, CD19, CD20, 
CD34 e CD56) ed invece positive per gli antigeni mieloidi CD1c (BDCA-1), CD13, 
CD33 e CD11c. Sebbene non sia ancora dimostrato, le mDC circolanti sono 
considerate la controparte in vivo delle mDC generate in vitro, sia esse derivate da 
monociti o da cellule staminali.  
In condizioni fisiologiche, le mDC risiedono nei tessuti periferici dove operano il 
controllo del microambiente per l’ingresso di antigeni patogeni. 
L’attivazione delle mDC è innescata da una varietà di fattori (citochine 
proinfiammatorie come il TNFα o derivati di patogeni come LPS e dall’interazione 
CD40/CD40L) e porta al rilascio di elevati livelli di IL-12 e all’induzione del 
differenziamento dei linfociti T in cellule T helper di Tipo 1 (Th1) effettrici. 
Le cellule Th1, mediante la produzione di IFN-γ, promuovono la generazione di 
linfociti T citotossici (LTC) e fagociti mononucleati, potenti effettori verso antigeni 
tumorali, virus ed altri microbi intracellulari. 
Le DC plasmacitoidi (pDC) sono state identificate nel sangue periferico umano ed in 
tessuti linfoidi come cellule plasmacitoidi HLA-DR+/lin-/CD11c-/CD4+/IL-
Ra++(CD123++)/BDCA4+/ (BDCA2+); possono indurre il differenziamento dei 
linfociti T in cellule T helper di Tipo 2 (Th2) secernenti le citochine IL-4 ed IL-10. 
In natura le cellule Th2 sono coinvolte nella risposta umorale allergica dominata 
dalla produzione di IgE da parte delle cellule B e nel reclutamento di eosinofili e 
basofili.  
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Studi in vitro hanno dimostrato che, mediatori solubili come l’IL-3, il TNFα o il 
CD40L aggiunti in coltura per 2-6 giorni, inducono significativi cambiamenti 
fenotipici e funzionali delle pDC (attivazione/maturazione). Queste cellule coltivate 
in vitro esprimono alti livelli di molecole costimolatorie (CD40, CD80, CD86) e 
dell’antigene di maturazione CD83. Inoltre, le pDC mature come le mDC  sono in 
grado di stimolare una risposta in cellule naïve CD4+ di tipo alloantigenico specifica 
inducendo la produzione di IL-4 e IL-10 da parte di cellule T attivate, a conferma del 
fatto che le pDC attenuano la risposta di tipo Th1 dannosa per l’organismo. 
Le DC assumono pertanto un ruolo critico nell’induzione della tolleranza periferica 
regolando il tipo di risposta immune di tipo T (Ranieri E, 2005). 
 
 
Tabella 1: Schema riassuntivo delle caratteristiche delle cellule mDC e pDC 
 
 Recettori di superficie Derivazione Proprietà 
DC 
 mieloidi 
HLA-DR, CD45RO, 
BDCA-1, BDCA-3, CD11c, 
CD33, CD13, ILT-3 
Sangue, tessuti  
(linfonodi, milza) 
Produzione di 
IL-2, IL-6, TNFα 
DC 
plasmacitoidi 
HLA-DR, CD45RA, BDCA-
2, BDCA-4, CD123 
Sangue, tessuti 
Elevata 
produzione di 
IL-6, TNFα 
 
 
Le DC rappresentano, quindi, una popolazione cellulare eterogenea presente nel 
sangue e in tessuti periferici caratterizzata dalla capacità di fagocitare e presentare 
antigeni alle cellule immunocompetenti. L’efficienza nell’attivare la risposta immune 
è tale che anche un basso numero di DC è in grado di generare una potente risposta T 
cellulare specifica contro virus, patogeni e antigeni tumorali. Questa funzione risulta 
essere fondamentale nell’approccio alla terapia cellulare anti-cancro. 
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1.1.3 Meccanismi di escape tumorale 
Diversi sono i meccanismi attraverso i quali il tumore può bloccare l’attività 
immunitaria antineoplastica. È stato dimostrato che esiste una immunosoppressione 
locale esercitata dal tumore che coinvolge, in primo luogo, le DC (Ranieri E, 2005). 
L’immunità cellulo-mediata gioca un ruolo importante nell’individuazione e 
nell’eliminazione delle cellule tumorali. La risposta dei linfociti T contro le cellule 
tumorali richiede, all’inizio, la presentazione dell’antigene da parte di cellule APC 
come le cellule dendritiche. Molti tumori attivamente eludono i pathway 
immunosoppressivi interferendo con la presentazione dell’antigene. L’IL-10 prodotta 
dal tumore agisce direttamente sulle DC tissutali prevenendone la maturazione e 
quindi la conseguente presentazione immunogenica ai linfociti T. Il VEGF (Vascular 
Endothelial Growth Factor) è prodotto dalla maggior parte dei carcinomi ed è stato 
mostrato inibire la maturazione delle DC all’interno del microambiente tumorale e 
danneggiare la differenziazione dei progenitori ematopoietici in DC (Stockwin LH at 
al., 2000). Alcuni studi hanno indicato che il VEGF inibisce sia la differenziazione 
sia la funzionalità delle DC, in vitro ed in vivo, può infatti bloccarne lo sviluppo e 
diminuirne il numero. Il VEGF è per questo associato non solo all’aumento 
dell’angiogenesi ma anche all’inefficiente risposta immunitaria al tumore (Inoshima 
N at al., 2002). 
In vitro è stato dimostrato che fattori solubili prodotti da cellule neoplastiche (VEGF, 
M-CSF, IL-6) inibiscono la maturazione delle DC da cellule CD34
+
 (cellule 
staminali ematopoietiche). Ulteriori fattori rilasciati dalle cellule tumorali bloccano 
la maturazione delle DC a partire da cellule CD14
+
 (monociti circolanti periferici) ad 
uno stadio precoce, inducendo DC pre-mature, caratterizzate da una diminuita 
capacità di up-take dell’antigene e da una minore produzione di citochine regolatorie, 
incapaci quindi di svolgere un’attività immunostimolatoria efficace. La presentazione 
dell’antigene effettuata da DC immature o pre-mature ai linfociti T, quindi in assenza 
di molecole co-stimolatorie (caratteristica delle DC mature), induce apoptosi o 
anergia nelle cellule T (induzione di tolleranza).  
Il TGF-β, ad esempio, è un’importante citochina regolatoria che ha un ruolo chiave 
nella tolleranza immunologica, controlla infatti la proliferazione dei linfociti, la 
generazione delle cellule T regolatorie, la chemiotassi e l’attivazione delle cellule 
NK, DC, macrofagi e granulociti (Li Mo et al., 2006; Kriegel MA at al., 2006). 
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Inoltre in pazienti affetti da cancro della mammella allo stadio precoce, le DC 
circolanti mostrano un alto grado di apoptosi spontanea, indotta da fattori solubili 
prodotti dalle cellule tumorali, tra cui IL-10 e VEGF (Pinzon-Charry A at al., 2005). 
Ancora, fattori come IL-8 giocano un ruolo fondamentale nell’angiogenesi tumorale 
e nella formazione di metastasi; tuttavia è ancora da comprendere il meccanismo con 
cui l’IL-8 prodotta dal tumore possa interferire con l’immunità antitumorale (Feijoò 
E et al., 2005). 
Alcuni dei fattori tumorali coinvolti nella soppressione delle DC sono riassunti nella 
Tabella 2. 
 
 
 
Tabella 2: Fattori di derivazione tumorale implicati nella soppressione delle DC  
 
 
Fattori Effetti 
 
IL-6 Inibisce i processi di differenziazione e maturazione delle DC 
IL-8 Favorisce l’angiogenesi tumorale e impedisce la migrazione delle DC 
IL-10 
Inibisce la differenziazione, la maturazione e la funzionalità delle DC 
Induce formazione di DC tolerogeniche 
TGF-β Induce meccanismi di tolleranza 
VEGF Favorisce l’angiogenesi tumorale e altera la differenziazione delle DC 
 
 
 
1.2 EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) 
L’Epidermal growth factor receptor appartiene alla famiglia dei recettori ErbB, una 
sotto classe della superfamiglia dei recettori tirosin kinasici (RTKs). È un recettore 
transmembrana caratterizzato da un’attività tirosin kinasica, che gioca un ruolo 
cruciale nel controllo di processi cellulari chiave sia nelle cellule normali sia in 
quelle tumorali. È over-espresso in diversi tumori umani, inclusi il tumore della testa 
e del collo, mammella, polmone, colon-retto, prostata, rene, pancreas, ovaie, cervello 
e vescica. 
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L’EGFR è una proteina di 170 kDa la cui funzione dipende sia dalla formazione di 
omodimeri EGFR-EGFR o di eterodimeri tra l’EGFR (o HER1, Human Epidermal 
Receptor 1) e uno degli altri tre membri della famiglia dei recettori ErbB (HER2, 
HER3, HER4) a seconda del legame dell’EGFR con ligandi selettivi. Tra i ligandi in 
grado di attivare il recettore ci sono: epidermal growth factor (EGF), transforming 
growth factor-α (TGF-α), amphiregulin o neuregulin. Il legame EGFR/ligando causa 
cambiamenti conformazionali che portano all’attivazione dell’EGFR tyrosine kinase 
e alla fosforilazione di specifici residui tirosinici del dominio carbossi-terminale 
intracellulare dell’EGFR. I residui tirosinici fosforilati innescano un complesso 
programma di segnali intracellulari dal citoplasma al nucleo che stimolano la 
proliferazione cellulare, la perdita di differenziazione, l’invasione, l’angiogenesi e il 
blocco dell’apoptosi (Martinelli E. at al., 2009) (Fig. 2).  
 
 
Fig.2: Ruolo dell’EGFR nei processi cellulari (Moosmann N at al., 2007) 
 
La complessa rete di segnali generata dall’attivazione dell’EGFR include la via del 
Ras e della MAPK (mitogen-activated protein kinase) che porta alla proliferazione 
cellulare, la via del PI3K (phosphatidylinositol-3 kinase ) e dell’AKT (o protein 
kinase B) che guida la progressione del ciclo e la sopravvivenza cellulare (Yarden Y 
at al., 2001). È stato inoltre dimostrato che l’EGFR può traslocare nel nucleo, dove 
agisce come fattore di trascrizione (Martinelli E at al., 2009). 
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Fig. 3: Via di trasduzione del segnale mediata dall’EGFR (Krasinskas AM, 2011) 
 
 
Nella via Ras-Raf-MEK-MAPK (ERK), un asse della cascata del segnale dell’EGFR, 
interviene un complesso di proteine adattatrici composto da Grb2 (Growth factor 
Receptor Binding protein) e SOS (Son Of Sevenless), lo scambiatore di Ras. SOS è 
localizzato nel citoplasma, come complesso Grb2-SOS. In seguito a stimolazione e 
autofosforilazione dell’EGFR sulla membrana si forma nel lato citosolico un 
complesso che comprende il recettore attivato, Grb2 e SOS. Quindi l’attivazione del 
recettore porta alla rilocalizzazione di SOS verso la membrana, nella vicinanza di 
Ras/GDP, che si trova associata alla membrana. Il legame di SOS a Ras/GDP causa 
l’apertura della tasca che contiene il nucleotide, che dissociandosi permette 
l’ingresso del GTP. Il cambiamento conformazionale a Ras/GTP promuove 
l’interazione di Ras con gli effettori a valle (Krasinskas AM, 2011) (Fig.3). 
Dopo l’attivazione, la proteina Ras (una GTPasi, es. KRas) recluta e attiva la 
proteina Raf (una MAP3K, es. B-Raf), con la conseguente fosforilazione e 
attivazione di MEK (Mitogen-activated protein kinase kinase, anche detta MAP2K) e 
poi di MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase, una volta detta ERK). Raf, MEK e 
MAPK sono Serine/threonine protein kinases, fosforilano i gruppi OH dei residui si 
serina e di treonina. Tutto ciò porta all’attivazione di fattori di trascrizione nel nucleo 
della cellula. La via Ras-Raf-MAPK si pensa controlli la crescita cellulare, la 
differenziazione e la sopravvivenza (Krasinskas AM, 2011) (Fig.3). 
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L’altro asse della cascata del segnale dell’EGFR che è coinvolto nella carcinogenesi 
colon rettale è la via PI3K-AKT. Una volta che i residui tirosinici dell’EGFR sono 
stati fosforilati, PI3K (phosphatidylinositol 3 Kinasi) trasloca sulla membrana 
cellulare e si lega alle tirosine fosforilate (attraverso la sua subunità adattatrice p85) 
inducendo la subunità catalitica p110 di PI3K a produrre phosphatidylinositol-3,4,5-
triphosphate (PIP3) a partire da phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP2). PI3K 
poi promuove l’attivazione di AKT (o PKB). L’AKT attivata (p-AKT), presente 
all’interno del citoplasma, attiva a sua volta diversi targets che portano a crescita, 
proliferazione e sopravvivenza cellulare (parallelamente all’asse Ras-Raf-MEK-
MAPK) (Krasinskas AM, 2011) (Fig.3). 
È importante sottolineare che questi due assi sono strettamente correlati ed hanno 
alcune sovrapposizioni. Per esempio, la subunità p110 di PI3K può essere attivata 
anche attraverso l’interazione con Ras. Da notare, PTEN (Phosphatase and tensin 
homology) è una fosfatasi che converte PIP3 in PIP2, regolando negativamente la via 
PI3K-AKT. (Krasinskas AM, 2011). 
L’espressione/overespressione dell’EGFR è associata con la progressione tumorale e 
una bassa sopravvivenza in pazienti affetti da vari tipi di cancro. Sebbene l’EGFR sia 
overespresso nel 25-82% dei carcinomi colon rettali, alcuni studi recenti riportano 
un’overespressione della proteina nel 35-49% dei casi (Spano JP at al., 2005; 
Goldstein NS and Armin M, 2001; McKay JA at al., 2002; Resnick MB at al., 2004). 
Rimane comunque incerta la rilevanza clinica dell’overespressione dell’EGFR nel 
cancro del colon retto. 
Il pathway dell’EGFR è dunque un processo complesso e finemente regolato, 
coinvolto nella crescita, proliferazione e sopravvivenza cellulare; alterazioni in 
questo processo possono contribuire alla carcinogenesi colon rettale, quindi l’EGFR 
può essere considerato un target nella terapia del tumore del colon-retto. 
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1.3  mTOR (Mammalian Target of Rapamycin) 
Il pathway dell’mTOR rappresenta un regolatore cruciale della crescita e della 
proliferazione cellulare e ricerche in questo ambito hanno rivelato che la 
disregolazione dell’mTOR gioca un ruolo chiave in diversi tipi di cancro. 
La comprensione del ruolo dell’mTOR come regolatore di molti processi cellulari e 
del suo potenziale come target terapeutico, ha aperto diverse possibilità di 
trattamento in vari tipi di cancro (Advani SH, 2010). 
L’mTOR è una serine-threonine kinase di 290 kDa che regola sia la crescita cellulare 
sia la progressione del ciclo cellulare attraverso la sua abilità di integrare i segnali 
innescati dai nutrienti e dai fattori di crescita. È un membro della superfamiglia del 
phosphatidylinositol 3-kinase(PI3K)-kinase-related kinase (PIKK), è composto da 
2549 amminoacidi raggruppati in domini altamente conservati. Controlla la 
produzione di proteine attraverso effetti sul complesso di traslazione dell’mRNA; 
queste proteine includono importanti componenti di diversi processi fondamentali 
per il metabolismo, la crescita e la divisione cellulare e le risposte agli stress che la 
cellula può subire, come l’ipossia o un danno al DNA (Advani SH, 2010).  
L’mTOR è sensibile alle condizioni di crescita all’interno dell’ambiente cellulare e 
aiuta la cellula a rispondere ai cambiamenti che si verificano in questo ambiente. Un 
mTOR attivato, attraverso la via PI3K/Akt/tuberous sclerosis complex (TSC), 
coordina una risposta alla crescita cellulare esercitando direttamente i suoi effetti sui 
regolatori del ciclo cellulare (es. ciclina D1) e indirettamente, sostenendo l’apporto 
di nutrienti all’interno della cellula attraverso la produzione di trasportatori e 
promuovendo l’angiogenesi. L’attivazione dell’mTOR rappresenta uno step decisivo 
che porta alla disponibilità dei materiali basilari richiesti per la crescita cellulare (es, 
amminoacidi, glucosio, ATP, colesterolo, ferro) e di molecole segnale, anch’esse 
regolatori di crescita, provenienti da cellule o tessuti vicini (es, ormoni, fattori di 
crescita), monitorando allo stesso tempo le condizioni di stress cellulare (es, ipossia, 
danno al DNA, shock termico, pH esterno, stress osmotico, stress ossidativo). In 
questo modo la cellula è protetta dai segnali esterni e può crescere e proliferare anche 
quando il supporto di nutrienti e di energia non è sufficiente per sopportare lo sforzo. 
L’mTOR è subunità catalitica di due complessi molecolari denominati mTORC1 e 
mTORC2 (mammalian target of rapamycin complex). L’attivazione del pathway 
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dell’mTORC1 (Fig.4) è implicata in diversi tipi di cancro e alcuni inibitori di questo 
complesso sono attualmente sotto trials clinici. 
 
 
Fig.4: mTORC1 pathway 
 
L’attività dell’mTORC1 è regolata da segnali a monte, provenienti da fattori di 
crescita, amminoacidi, stati di stress e di energia, e la sua attivazione induce la 
fosforilazione di S6 kinase e di 4EBP1 (eukaryotic translation initiation factor 4E 
binding protein 1), portando a un aumento della traslazione di un subset di mRNAs 
che sono importanti per la crescita e il metabolismo cellulare. 
Recenti studi hanno rivelato che il pathway PI3K-AKT, il pathway MEK-ERK  e il 
signaling AMPK (5’ AMP-activated protein kinase) rappresentano i maggiori 
regolatori a monte del pathway mTORC1. 
L’attivazione di AKT o ERK o l’inibizione di AMPK porta ad una diminuita attività 
del complesso TSC1/2, che funziona come una GTPase-activating protein (GAP) 
verso la piccola GTPasi Rheb. GTP-bound Rheb poi attiva l’mTORC1 
antagonizzando l’FKBP38, un inibitore endogeno dell’mTOR (Fujishita T at al., 
2009). 
Il ruolo dell’attivazione dell’mTORC1 nella tumorigenesi dipende essenzialmente da 
mutazioni che stanno a monte del complesso stesso. I geni codificanti per le 
molecole segnale a monte di mTORC1, come PIK3CA o KRAS sono spesso mutati 
nel cancro del colon retto.  
È riportato che il pathway di mTORC1 è attivato in circa il 40% dei pazienti con 
cancro del colon retto. Anche se l’efficacia degli inibitori dell’mTORC1 non è stata 
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ancora testata in questi pazienti, studi in vitro hanno mostrato che l’effetto degli 
inibitori dell’mTORC1 sulla proliferazione di linee cellulari di cancro di colon varia 
a seconda della linea cellulare. Alcune linee cellulari di colon, per esempio, sono 
sensibili all’inibizione della crescita da parte della rapamicina (Sirolimus®), 
inibitore dell’mTORC1,  mentre altre non lo sono (Fujishita T at al., 2009). 
Inoltre, alcuni studi preclinici hanno mostrato che gli inibitori dell’mTORC1 sono in 
grado di inibire l’angiogenesi inibendo la produzione di VEGF o sopprimendo 
direttamente la proliferazione delle cellule dei vasi angiogenici (Fujishita T at al., 
2009). 
Quindi ci si può aspettare che gli inibitori dell’mTORC1 possano avere un effetto sia 
sulla proliferazione delle cellule tumorali sia sull’angiogenesi. 
Sebbene il ruolo dell’mTORC1 nel cancro del colon-retto rimanga ancora da essere 
compreso pienamente, alcuni autori hanno visto che in topi mutanti per il gene APC 
(adenomatous polyposis coli) che sviluppano un adenoma intestinale, il trattamento 
con RAD001 (Everolimus®, un inibitore dell’mTORC1) inibiva la crescita di questi 
polipi, suggerendo un ruolo importante dell’mTORC1 nel cancro del colon-retto e 
proponendolo di conseguenza come possibile target terapeutico (Fujishita T at al., 
2009). 
 
1.4 CETUXIMAB (Erbitux®) 
Il Cetuximab è un anticorpo monoclonale chimerico IgG1 prodotto in una linea 
cellulare di mammifero (Sp2/0) mediante tecniche di DNA ricombinante, 
specificamente diretto contro il recettore per il fattore di crescita epidermico (EGFR). 
Esso si lega all’EGFR con un’affinità 5-10 volte più alta di quella dei ligandi naturali 
TGF-α e EGF (Martinelli E. at al., 2009).   
È indicato per il trattamento di pazienti affetti da carcinoma metastatico del colon-
retto con espressione del recettore per il fattore di crescita epidermico (EGFR) e con 
gene KRAS non mutato (wild-type): 
• in combinazione con chemioterapia; 
• in monoterapia nei pazienti nei quali sia fallita la terapia a base di oxaliplatino e 
irinotecano e che siano intolleranti a irinotecano. 
Introduzione 
 
16 
 
Via di somministrazione e posologia: soluzione per infusione. Erbitux viene 
somministrato una volta alla settimana in tutte le indicazioni. La dose iniziale è di 
400 mg di cetuximab per m² di superficie corporea. Tutte le successive dosi 
settimanali sono di 250 mg di cetuximab per m² ciascuna (Erbitux®, scheda tecnica). 
 
Meccanismo d’azione: il legame del cetuximab all’EGFR causa l’internalizzazione e 
la conseguente degradazione del recettore, senza innescare la fosforilazione e 
l’attivazione recettoriale. Il risultato è una down-regulation del recettore, che riduce 
la disponibilità dell’EGFR sulla superficie cellulare prevenendone l’attivazione. Il 
legame del cetuximab all’EGFR inibisce la progressione del ciclo cellulare nella fase 
G0/G1, aumenta l’espressione del regolatore del ciclo cellulare p27KIP1 e induce 
apoptosi tramite l’aumento dell’espressione di proteine pro-apoptotiche (es. Bax, 
caspasi-3, caspasi-8 e caspasi-9) o l’inattivazione di proteine anti-apoptotiche (es. 
Bcl-2). 
È inoltre riportato che il cetuximab inibisce la produzione di fattori pro-angiogenici 
come il VEGF, l’IL-8 e il basic fibroblast growth factor; l’inibizione di questi fattori 
determina una riduzione della formazione di nuovi vasi sanguigni e dello sviluppo di 
metastasi in modelli ortotopici di cancro (Martinelli E. at al., 2009). 
Negli ultimi anni è stato dimostrato che gli effetti antitumorali degli anticorpi 
monoclonali sono probabilmente dovuti anche alla loro abilità di agire sul sistema 
immunitario. Alcuni autori hanno descritto, sia in vitro che in vivo, come questi 
anticorpi siano in grado di promuovere una citotossicità cellulo-mediata anticorpo 
dipendente (ADCC) coinvolgendo i recettori Fc sulla superficie delle cellule natural 
killer (NK) e/o una citotossicità mediata dal complemento. Questi effetti sono dovuti 
al legame della porzione Fc dell’anticorpo al recettore Fc espresso sulla superficie di 
differenti tipi cellulari (macrofagi, cellule dendritiche, neutrofili, eosinofili, cellule B, 
mast-cellule, cellule NK, piastrine e cellule di Langerhans). Alcune cellule T 
possono essere inoltre attivate tramite specifico riconoscimento della porzione FAb 
del mAb (Fig.5, a). 
Recentemente è stato evidenziato un altro interessante meccanismo che può aiutare a 
spiegare i potenziali effetti degli anticorpi monoclonali nei tumori solidi: il legame 
mAb/EGFR può portare all’internalizzazione di una parte dell’EGFR nelle cellule 
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presentanti l’antigene, come le cellule dendritiche (Fig.5, b). Le cellule dendritiche 
presentano i peptidi derivanti dalla porzione internalizzata dell’EGFR alle cellule T, 
innescando una risposta immune più efficiente nel riconoscimento di peptidi di 
EGFR associati con il complesso maggiore di istocompatibilità espresso dalle cellule 
tumorali. I recettori Fc sono espressi sulla superficie di molte cellule (mast-cellule, 
eosinofili, etc.) che possono secernere una varietà di differenti citochine e 
chemochine, amplificando in tal modo la risposta immune indotta dal mAb 
(Martinelli E at al., 2009). 
 
 
Fig. 5: Effetti della terapia con anticorpi monoclonali (mAb) sul sistema 
immunitario (Martinelli E at al., 2009) 
 
 
Effetti farmacodinamici: in esperimenti sia in vitro che in vivo, cetuximab inibisce la 
proliferazione e induce l’apoptosi di cellule tumorali umane che esprimono l’EGFR. 
In vitro cetuximab inibisce la produzione di fattori angiogenici da parte delle cellule 
tumorali e blocca la migrazione delle cellule endoteliali. In vivo cetuximab inibisce 
l’espressione di fattori angiogenici da parte delle cellule tumorali determinando una 
riduzione della neo-vascolarizzazione tumorale e delle metastasi (Erbitux®, scheda 
tecnica). 
 
Effetti farmacocinetici: la farmacocinetica di cetuximab è stata valutata in studi 
clinici in cui cetuximab è stato somministrato in monoterapia o in combinazione con 
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chemioterapia o radioterapia concomitanti. Quando cetuximab è stato somministrato 
a una dose iniziale di 400 mg/m² di superficie corporea, la concentrazione massima 
media (± deviazione standard) era 185±55 µg/ml. 
Cetuximab ha una lunga emivita di eliminazione, con valori variabili da 70 a 100 ore 
alla dose di mantenimento. Le concentrazioni sieriche di cetuximab raggiungevano 
livelli stabili dopo tre settimane in monoterapia. Le concentrazioni massime medie di 
cetuximab erano di 155.8 µg/ml nella 3° settimana e 151.6 µg/ml nell’8° settimana, 
mentre le corrispondenti concentrazioni minime medie erano rispettivamente di 41.3 
e 55.4 µg/ml. In uno studio in cui il cetuximab era somministrato in combinazione 
con irinotecano, i livelli minimi medi di cetuximab erano 50.0 µg/ml nella 12° 
settimana e 49.4 µg/ml nella 36° settimana (Erbitux®, scheda tecnica). 
 
 
1.5 TEMSIROLIMUS (Torisel®) 
Il Temsirolimus (sirolimus-42-[2,2-bis-(hydroxymethyl)]-propionate), inibitore 
selettivo dell’mTOR, è un estere, solubile in acqua, analogo della rapamicina (Fig.6), 
un antibiotico naturale della classe dei macrolidi, con attività antifungine, 
antitumorali e immunosoppressive (Cai P at al., 2007). 
 
 
Fig.6: Formula chimica della Rapamicina (Sirolimus®) e del Temsirolimus 
(Torisel®) (Cai P at al., 2007) 
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Torisel® è indicato nel trattamento di prima linea di pazienti con carcinoma avanzato 
a cellule renali (RCC) e nel trattamento di pazienti adulti con linfoma a cellule 
mantellari refrattario e/o recidivante (MCL). 
 
Via di somministrazione e posologia: soluzione per infusione. La dose raccomandata 
di temsirolimus per il carcinoma avanzato a cellule renali, per somministrazione 
endovenosa, è di 25 mg, infusa in un tempo di 30-60 minuti una volta a settimana. La 
dose raccomandata di temsirolimus per il linfoma a cellule mantellari è di 175 mg, 
infusa in un tempo di 30-60 minuti una volta a settimana per 3 settimane, seguita da 
dosi settimanali di 75 mg, infuse in un tempo di 30-60 minuti (Torisel®, scheda 
tecnica). 
 
Meccanismo d’azione: il temsirolimus forma un complesso binario con 
l’immunofillina FKBP12 (FK506 Binding Protein), che è molto abbondante nelle 
cellule umane. Il complesso temsirolimus-FKBP12 lega l’mTOR in un’unica regione 
chiamata FKBP12-rapamycin binding domain (FRB). Sebbene l’esatto meccanismo 
tramite il quale la rapamicina e i suoi analoghi inibiscono l’attività catalitica 
dell’mTOR sia ancora poco chiaro, recenti scoperte suggeriscono che il complesso 
rapamicina-FKBP12 (o temsirolimus-FKBP12) destabilizzi fortemente l’mTORC1 e 
interferisca anche con l’assemblamento dell’mTORC2 in certi tipi di cellule (Shor B 
at al., 2008). 
L’inibizione dell’attività del mTOR induce, nelle cellule tumorali trattate con 
concentrazioni nanomolari, un ritardo della crescita e, nelle cellule trattate con 
concentrazioni micromolari, un arresto in fase G1. Questa attività è causata da 
un’interruzione selettiva della traduzione di proteine che regolano il ciclo cellulare, 
come le cicline di tipo D, c-myc e la ornitina decarbossilasi. Quando l’attività mTOR 
è inibita, la sua capacità di fosforilare, e quindi controllare l’attività dei fattori di 
traduzione proteica (4E-BP1 e S6K, entrambi a valle di mTOR nella via di P13 
chinasi/AKT) che controllano la divisione cellulare, risulta bloccata. In aggiunta alle 
proteine che regolano il ciclo cellulare, mTOR è in grado di regolare la traduzione 
dei fattori indotti dall’ipossia, HIF-1 e HIF-2 alfa. Questi fattori di trascrizione 
regolano la capacità dei tumori di adattarsi ai microambienti in ipossia, e di produrre 
il fattore angiogenico VEGF. L’attività antitumorale di temsirolimus, quindi, può 
essere dovuta in parte alla sua capacità di abbassare i livelli di HIF e VEGF nel 
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tumore o nel microambiente tumorale, impedendo quindi lo sviluppo vascolare 
(Torisel®, scheda tecnica). 
 
Effetti farmacodinamici: In vitro, ad alte concentrazioni (10-20 µM), il temsirolimus 
può legare e inibire l’mTOR in assenza di FKBP-12. Elevate concentrazioni hanno 
portato a completa inibizione della crescita cellulare in vitro, mentre l’inibizione 
mediata dal complesso FKBP-12/temsirolimus da solo ha portato ad una diminuzione 
approssimativamente del 50% della proliferazione cellulare (Torisel®, scheda 
tecnica). 
Studi preclinici indicano che somministrazioni intermittenti di temsirolimus riducono 
le sue proprietà immunosoppressive mentre è mantenuta l’attività antitumorale 
(Raymond E at al.,2004). 
 
Effetti farmacocinetici: In seguito alla somministrazione di una singola dose di 25 
mg per via endovenosa di temsirolimus in pazienti con cancro, la concentrazione 
massima media nel sangue era di 585 ng/ml. Per pazienti che ricevevano 175 mg 
settimanali per 3 settimane seguiti da 75 mg settimanali, la concentrazione massima 
stimata nel sangue in toto al termine dell’infusione era 2457 ng/ml durante la 1° 
settimana, e 2574 ng/ml durante la 3° settimana (Torisel®, scheda tecnica). 
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2.1 MATERIALI 
 
2.1.1 Antibiotici 
Penicillina-Streptomicina (Sigma-Aldrich Co): 10.000 UI/ml di penicillina e 10 
mg/ml di streptomicina in soluzione fisiologica (NaCl 0.9%). 
 
2.1.2 Terreno di coltura 
RPMI-1640 (Sigma-Aldrich Co) con aggiunta di L-glutammina 1mM (Euro Clone), 
antibiotici 1% e siero fetale bovino (SVF) 10% (Euro Clone). Questo terreno è 
utilizzato sia per il mantenimento della linea cellulare sia per la generazione ed il 
mantenimento delle cellule dendritiche. 
 
2.1.3 Enzimi 
Tripsina-EDTA soluzione 1X (Sigma-Aldrich Co) contenente 0.5 g/l di tripsina e 0.2 
g/l di EDTA (etilen-diammino-tetra-acetato) in Hepes Buffer Saline Solution 
(HBSS). 
 
2.1.4 Farmaci 
Cetuximab (Erbitux® 5 mg/ml, Merck KGaA), fornito sottoforma di soluzione per 
infusione endovenosa alla concentrazione madre di 5 mg/ml (34.34 µM), è 
conservato in frigorifero (2°C-8°C). Al momento dell’uso viene diluito con terreno di 
coltura semplice RPMI-1640 per ottenere concentrazioni scalari: 0.1 µM, 1 µM e 1.5 
µM. Le concentrazioni utilizzate sono state stabilite in base alle concentrazioni 
ematiche che i singoli farmaci raggiungono in vivo, facendo riferimento alle schede 
tecniche dei farmaci stessi. 
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Fig.7: Cetuximab (Erbitux® 5 mg/ml, Merck KGaA) (Chung CH at al., 2009) 
 
Temsirolimus (Torisel® 25 mg/ml, Wyeth Lederle S.p.A.), concentrato per infusione 
fornito con un diluente. Un flaconcino con 1.2 ml di Torisel 25 mg/ml concentrato 
contiene 30 mg di temsirolimus: quando si combinano 1.2 ml di concentrato e 1.8 ml 
del diluente prelevato, si ottiene un volume totale di 3 ml e la concentrazione di 
temsirolimus risulta essere 10 mg/ml (9706 µM). Conservato in frigorifero (2°C-
8°C), al momento dell’uso viene diluito con terreno di coltura semplice RPMI-1640 
per ottenere concentrazioni scalari: 0.1 µM, 0.6 µM e 1 µM. Le concentrazioni 
utilizzate sono state stabilite in base alle concentrazioni che i singoli farmaci 
raggiungono in vivo, facendo riferimento alle schede tecniche dei farmaci stessi. 
 
          
 
Fig.8: Temsirolimus (Torisel® 25 mg/ml, Wyeth Lederle S.p.A.) (Cai P at al., 
2007) 
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Entrambi i farmaci sono stati gentilmente forniti dalla Farmacia Ospedaliera 
dell’Ospedale Santa Chiara di Pisa. 
 
2.1.5 Soluzioni Saline 
PBS-NaN3-BSA: Fosfato buffer salino supplementato con 0.05 % di Sodio Azide 
(NaN3; Analyticals Farmitalia, Carlo Erba s.p.a) e 0.2 % di sieroalbumina bovina 
(BSA; Sigma-Aldrich Co). 
Buffer per separazione immunomagnetica: PBS supplementato con 0.5 % di siero 
fetale bovino, 2 mM di EDTA. 
 
2.1.6 Linea Cellulare 
È stata utilizzata la linea cellulare umana di adenocarcinoma del colon-retto 
COLO320, gentilmente fornita dal Laboratorio della Prof.ssa Paola Nieri, 
Dipartimento di Psichiatria, Neurobiologia, Farmacologia e Biotecnologie della 
Facoltà di Farmacia dell’Università di Pisa. Sono cellule con una morfologia rotonda, 
poco differenziate, che crescono sia in adesione sia in sospensione. Esprimono 
moderati livelli di EGFR e hanno un fenotipo wilde type per la proteina kRas. 
 
 
2.2 METODI 
2.2.1 Coltura delle linea tumorale 
Le cellule sono mantenute in fiasche per colture cellulari da 75 cm
2
, in incubatore a 
37°C, al 5 % CO2 in terreno di coltura. Al raggiungimento dell’80% di confluenza, le 
cellule sono staccate mediante trattamento con tripsina-EDTA 0.1% e utilizzate per 
gli esperimenti di chemiosensibilità, di co-coltura con le DC o ripiastrate per 
ulteriore espansione. 
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Protocollo di tripsinizzazione 
Tutto il terreno della fiasca è aspirato facendo attenzione a non toccare il collo con la 
pipetta, per garantire la massima sterilità. Viene effettuato in seguito un lavaggio con 
PBS a 37°C per rimuovere il terreno rimasto che, per la presenza del siero, andrebbe 
ad inattivare la tripsina. La soluzione di lavaggio è aspirata ed è aggiunto 1 ml di 
tripsina 1X a 37°C; la piastra viene quindi incubata a 37°C per circa 10 minuti. 
Quando l’osservazione al microscopio invertito rivela che le cellule non sono più in 
adesione, la tripsinizzazione è bloccata con l’aggiunta di 5 ml di terreno completo e 
le cellule staccate sono recuperate interamente in una provetta da 15 ml, centrifugate 
a 1100 rpm per 8 min a temperatura ambiente e risospese in 1 ml di terreno completo 
per la conta. 
 
Conta cellulare 
La conta è effettuata facendo uso della camera di Neubauer (0.100 mm, fattore di 
diluizione 10
4
), formata da soli 4 quadrati grandi delimitati da linee triple, ognuno 
dei quali formato da ulteriori 16 quadrati più piccoli (Fig.9). 
 
   
Fig.9: Camera di Neubauer 
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Conta con colorante Blu di Tuerk 
Questo colorante produce la completa lisi delle emazie (globuli rossi) eventualmente 
presenti e colora gli elementi nucleati rendendoli meglio riconoscibili per la 
successiva lettura al microscopio; rappresenta quindi il metodo migliore per la conta 
delle cellule mononucleate estratte dal sangue. 
In un pozzetto di una piastra da 96 well si ripongono 10 µl di sospensione cellulare e 
90 µl di Blu di Tuerk (fattore di diluizione 10), si miscela bene e si inserisce nella 
camera di Neubauer. Si contano le cellule nei 16 quadratini di 2 settori più grandi e si 
fa la media. Il numero ottenuto di moltiplica per i fattori di diluizione (10
4
x10=10
5
) 
ottenendo così il numero di cellule per ml di sospensione cellulare. 
 
Conta con colorante Trypan blue 
Questo colorante permette di discriminare le cellule vive (che rimangono incolore) 
da quelle morte (che si colorano di blu); rappresenta quindi un metodo molto 
semplice per avere una stima approssimativa della vitalità cellulare.  
In un pozzetto di una piastra da 96 well si ripongono volumi uguali di sospensione 
cellulare e di colorante Trypan Blue (fattore di diluizione 2), si miscela bene e si 
inserisce nella camera di Neubauer. Si contano le cellule nei 16 quadratini di 2 settori 
più grandi e si fa la media. Il numero ottenuto di moltiplica per i fattori di diluizione 
(10
4
x2) ottenendo così il numero di cellule per ml di sospensione cellulare. 
 
2.2.2 Valutazione della citotossicità 
Gli studi di chemiosensibilità in vitro rappresentano uno strumento utile non solo 
nella ricerca oncologica ma anche nella pratica clinica per valutare la sensibilità delle 
cellule tumorali di un singolo paziente (Petty RD at al., 1995). Infatti sono utilizzati 
per predire la tossicità di un farmaco impiegato in ambito clinico e per lo screening 
generale di nuovi agenti chimici (Clemedson C. at al., 1999; Scheers ME. at al., 
2001). 
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Pertanto, in un primo set di esperimenti, abbiamo valutato la vitalità delle cellule 
COLO320 in un time course di 8 giorni dopo trattamento con varie concentrazioni di 
Cetuximab e Temsirolimus.  
In particolare è stato investigato l’effetto citotossico di ciascun farmaco a diversi 
intervalli di esposizione (24h, 6gg e 8gg) al fine di valutare la concentrazione di 
farmaco che avesse un’azione modulatoria: che fosse cioè in grado di modulare il 
rilascio di citochine da parte delle cellule tumorali senza indurre un’eccessiva 
mortalità della linea. 
La vitalità delle cellule COLO320 è stata valutata con il Saggio dell’MTT (Cell 
Proliferation kit I, Roche Applied Science), basato sul viraggio del sale di tetrazolio 
MTT (giallo) a cristalli di formazano (viola) che avviene nelle cellule 
metabolicamente attive (Fig.10). 
 
 
Fig. 10: Conversione dell’MTT in sale di formazano nelle cellule vitali  
 
Preparazione della piastra 
Le cellule (1x10
4
cellule/200µL/pozzetto) sono seminate in piastre da luminometro da 
96 pozzetti (Viewplate-96, Packard), messe in incubatore alla temperatura di 37°C, 
5% CO2, 100% di umidità e mantenute per 24h in assenza di farmaco per favorirne la 
completa aderenza alla piastra. 
Dopo 24h i farmaci sono aggiunti in triplicato alle diverse concentrazioni scalari (0.1 
µM, 1 µM e 1.5 µM per il Cetuximab e 0.1 µM, 0.6 µM e 1 µM per il Temsirolimus). 
Nella piastra sono inoltre allestiti 6 pozzetti di controllo, contenenti le sole cellule, 
senza farmaco. 
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Un set di piastre è incubato in esposizione continua per 24h, 6gg o 8gg; un altro set 
di piastre viene sottoposto a un ciclo di lavaggio con PBS per allontanare il farmaco 
dopo 24 h e incubato nuovamente per altri 6gg o 8gg. 
 
MTT Assay 
Al termine del periodo di esposizione ogni pozzetto è esposto a due cicli di lavaggio 
con PBS, al fine di allontanare sia le cellule morte sia le molecole di farmaco. Le 
cellule vitali restano aderenti sul fondo della piastra. A ciascun pozzetto sono quindi 
aggiunti 100 µL di terreno completo e 10 µL di MTT. La piastra è posta in 
incubatore per 4h al fine di favorire la riduzione del sale di tetrazolio (solubile) in 
sali di formazano (insolubili), visibili anche ad occhio nudo sul fondo di ciascun 
pozzetto, sotto forma di cristalli di colore viola. 
I sali formatisi sono solubilizzati mediante l’aggiunta, in ogni pozzetto, di 100 µL di 
soluzione solubilizzante 1X ed incubazione per un’intera notte a 37°C. 
La lettura delle piastre è stata effettuata, misurando il valore dell’assorbanza a 595 
nm, tramite spettrofotometro Wallac Victor 2 (1420 Multilabel Counter, Perkin-
Elmer) presso il Dipartimento di Psichiatria, Neurobiologia, Farmacologia e 
Biotecnologie della Facoltà di Farmacia dell’Università di Pisa. I dati ottenuti sono 
sottoposti a elaborazione attraverso il programma Excel 2003, ricavando così le 
percentuali di sopravvivenza delle cellule rispetto al controllo (100%) come indice di 
citotossicità dei farmaci. 
 
Ogni esperimento è stato effettuato in triplicato e i valori espressi come medie ± 
SEM (GraphPad Software San Diego, CA, USA). 
 
2.2.3 Caratterizzazione morfologica delle COLO320 
Le cellule tumorali COLO320 vengono seminate alla concentrazione di 5x10
4
/ml su 
chamber slide a 8 pozzetti (500µL/pozzetto) e incubate over-night per favorire la 
completa adesione delle cellule al vetrino. 
Le chamber slide sono delle camere poste su vetrino portaoggetti per la coltivazione 
di cellule che crescono in adesione (Fig.11). 
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Il giorno seguente il terreno di coltura viene allontanato, i vetrini sono lasciati 
asciugare all’aria e colorati con il metodo May-Grunwald Giemsa. 
In breve, sul vetrino è versato 1 ml di liquido May-Grunwald (Carlo Erba Reagenti 
s.p.a) e lasciato agire per 3 minuti (fase di fissazione delle cellule). Sono aggiunti al 
liquido 2 ml di acqua distillata per altri 5-6 minuti, agitando per evitare la formazione 
di precipitati. Il colorante è eliminato senza sciacquare e i vetrini sono ricoperti con 3 
ml di acqua distillata alla quale sono aggiunte 3 gocce di soluzione Giemsa. Dopo 7 
minuti i vetrini vengono lavati con acqua, sotto il getto del rubinetto, asciugati con 
carta da filtro e letti al microscopio con obiettivo a immersione (x63, x100) (Leitz 
Laborluxs, Leica Microsystems GmbH, Germania). 
 
 
Fig.11: Chamber Slide 
 
2.2.4 Generazione di cellule dendritiche 
Purificazione magnetica dei monociti CD14
+ 
I monociti, caratterizzati dall’espressione dell’antigene CD14, sono ottenuti dalle 
cellule mononucleate di buffy-coats di donatori sani mediante un sistema 
immunomagnetico (MidiMACS, Miltenyi Biotec) con relativo CD14 Isolation Kit 
(Miltenyi Biotec), come descritto dalla casa produttrice.  
Il sangue delle sacche di buffy coat è distribuito in provette da 50 ml, diluito 1:5 in 
PBS sterile, stratificato su gradiente di densità Ficoll-Hypaque e centrifugato a 1500 
rpm (437 g) per 25 minuti a temperatura ambiente. Le cellule mononucleate sono 
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raccolte, lavate due volte con PBS, risospese in un volume appropriato di buffer per 
la conta al microscopio (Fig.12). 
 
Fig.12: Ottenimento delle cellule mononucleate mediante centrifugazione in 
gradiente del sangue proveniente da buffy-coat. 
 
Per la separazione MACS le cellule sono magneticamente coniugate con microbeads 
CD14 e separate su una colonna posta nel campo magnetico del separatore MACS 
(Fig.13). 
 
Fig.13: Separatore immunomagnetico MACS
® 
ANELLO DI CELLULE 
MONONUCLEATE 
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Le cellule CD14
+
 coniugate magneticamente sono trattenute nella colonna, mentre le 
cellule CD14
-
, non coniugate, passano attraverso la stessa. Dopo rimozione della 
colonna dal campo magnetico, le cellule CD14
+
 trattenute magneticamente possono 
essere eluite come frazione cellulare selezionata positivamente (Fig.14). 
 
 
 
 
Fig.14: Recupero immunomagnetico delle cellule CD14
+ 
con metodo MACS
®
 
 
Per tale metodica 10
7
 cellule sono sospese in 80 μl di buffer, 20 μl di microbeads (o 
volumi multipli per concentrazioni cellulari maggiori di 10
7
) e incubate per 15 minuti 
a 4°C. Segue un lavaggio con appropriato volume di buffer (10-20 volte il volume 
della sospensione cellule-biglie) e risospensione delle cellule in 500 μl o 3 ml di 
buffer, in base al tipo di colonna che si vuole utilizzare. Infatti, in base al numero di 
cellule iniziale, sono utilizzate appropriate colonne per selezione positiva di tipo 
MS
+
/RS
+
 (fino a 10
7
 cellule) o LS
+
/VS
+
 (fino a 10
8
 cellule). La colonna è posta nel 
campo magnetico del separatore MACS e lavata con un appropriato volume di buffer 
(500 μl per colonne MS+/RS+, 3 ml per colonne LS+/VS+) prima di applicare la 
sospensione cellulare. Le cellule CD14
-
 passano attraverso la colonna mentre le 
cellule CD14
+ 
sono trattenute dal campo magnetico. Al termine, la colonna è 
nuovamente lavata con buffer, staccata dal separatore e posta su una provetta. 
Per recuperare le cellule CD14
+
 è applicato un appropriato volume di buffer (1 ml 
per colonne MS
+
/RS
+
, 5 ml per colonne LS
+
/VS
+
) sulla colonna ed è esercitata una 
pressione con un pistone in modo da facilitare la fuoriuscita delle cellule. 
 
 
Coniugazione 
magnetica con 
microbeads CD14 
CD14- 
CD14+ 
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Generazione in Vitro delle DC da Monociti Circolanti 
Le cellule monocitarie (CD14
+
) ottenute con separazione immunomagnetica sono 
sospese ad una concentrazione di 1×10
6
/ml in RPMI-1640 completo e coltivate in 
presenza di GM-CSF (50 ng/ml) e IL-4 (50 ng/ml) (PeproTech). In queste condizioni 
di coltura, a 37ºC e 5% CO2, i monociti dopo 6 giorni sono differenziati in una 
popolazione omogenea di DC ad uno stadio immaturo. La maturazione è indotta 
mediante aggiunta di LPS (Sigma-Aldrich Co) alla concentrazione non tossica di 100 
ng/ml per ulteriori 48 ore di coltura (Fig.15). 
 
 
 
           
        Giorno 0                                       Giorno 6                                      Giorno 8 
Fig.15: Schematizzazione della generazione in vitro delle DC 
 
2.2.5 Co-colture di monociti CD14+ e COLO320 
Per valutare gli effetti delle cellule tumorali sulla generazione e maturazione delle 
DC è stato allestito un sistema di co-coltura mediante l’uso di supporti permeabili 
(Transwell
®
; Costar, USA) dotati di una sottile membrana in policarbonato 
(dimensione dei pori di 0.4 μm) che consentono la diffusione di prodotti solubili 
mantenendo le cellule separate (Fig.16). 
 
 
Semina dei 
monociti CD14+ 
DC immature 
IL-4, GM-CSF LPS 
DC mature 
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Fig.16: Transwell 
 
In questo sistema le cellule monocitarie (CD14+), isolate con metodo 
immunomagnetico, vengono co-coltivate dentro inserti posizionati all’interno di 
pozzetti, nei quali sono state precedentemente seminate le cellule tumorali (Fig.17).  
 
 
 
Fig.17: Co-coltura Colo320 e monociti   
                  
In breve, le cellule tumorali sono seminate in piastre da coltura da 24 pozzetti alla 
concentrazione di 5x10
4 
cellule/ml, incubate in atmosfera umidificata a 37°C e 
mantenute per 24 ore per favorirne la completa aderenza alla piastra. 
Successivamente le cellule monocitarie CD14
+
 vengono seminate nell’inserto 
transwell alla concentrazione di 1x10
6 
/ml al di sopra delle linee tumorali. Al sesto e 
ottavo giorno sono valutate le caratteristiche fenotipiche e funzionali delle cellule 
ottenute. 
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Per ogni esperimento è previsto un controllo, rappresentato dalle cellule CD14
+
 
coltivate in assenza di cellule tumorali per valutarne la differenziazione in cellule 
dendritiche immature (al giorno +6) e la successiva maturazione in seguito a 
stimolazione con LPS (al giorno +8). 
Inoltre, per investigare un possibile ruolo della linea tumorale sulla sola maturazione 
delle DC, abbiamo posto le cellule dendritiche controllo (generate in assenza di linea 
tumorale) allo stadio immaturo (giorno +6) sulla linea tumorale, in presenza o in 
assenza di LPS, per ulteriori 48h di incubazione. 
In queste condizioni è possibile valutare se la linea tumorale di per sé sia in grado di 
indurre maturazione delle DC (modello in assenza di LPS) o di inibirne la 
maturazione in seguito a uno stimolo (modello in presenza di LPS) (Fig.18). 
 
 
 
Fig.18: Geografia della piastra 
 
2.2.6 Co-colture di monociti CD14+ e COLO320 trattate con i farmaci 
Per valutare gli effetti dei farmaci sull’interazione cellule tumorali/cellule dendritiche, 
le cellule tumorali sono seminate in piastre da coltura da 24 pozzetti alla 
concentrazione di 5x10
4 
cellule/ml, incubate in atmosfera umidificata a 37°C e 
mantenute per 24 ore per favorirne la completa aderenza alla piastra. 
Successivamente sono stati aggiunti i farmaci, cetuximab e temsirolimus, in 
associazione combinata, rispettivamente alle concentrazioni di 1µM e 0,6 µM. 
Dopo 24h i pozzetti sono sottoposti a un ciclo di lavaggio con PBS per allontanare il 
farmaco e riaddizionati di terreno completo RPMI1640. 
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Analogamente agli esperimenti precedentemente descritti, le cellule monocitarie 
CD14+ vengono seminate nell’inserto transwell alla concentrazione di 1x106 /ml e 
coltivate sulle linee tumorali. Al sesto e ottavo giorno sono valutate le caratteristiche 
fenotipiche e funzionali delle cellule ottenute. 
Sono inoltre allestiti dei pozzetti di controllo con la sola linea tumorale trattata e non 
trattata con l’associazione farmacologica. 
 
2.2.7 Recupero delle cellule dai pozzetti di coltura 
Al termine del periodo differenziativo-maturativo, le cellule sono recuperate dalle 
colture, tramite risospensione con una pipetta Pasteur e soluzione salina fredda. 
Dopo lavaggio le cellule vengono contate al microscopio con colorante Trypan Blue 
per la valutazione della vitalità. 
 
2.2.8 Caratterizzazione Morfologica delle Cellule Dendritiche 
Le cellule dendritiche ottenute dalle colture al giorno +6 e al giorno +8, sono lavate 
in PBS-EDTA e risospese alla concentrazione di 2 × 10
6
/mL. Circa 50-100 μl di ogni 
sospensione cellulare sono posti nei coni da citocentrifuga e centrifugati a bassa 
velocità (800×g, 10 minuti). I vetrini sono lasciati asciugare all’aria e colorati con il 
metodo May-Grunwald Giemsa (come precedentemente descritto) e guardati al 
microscopio con obiettivo a immersione (x60, x100) (Leitz Laborluxs). 
 
2.2.9 Caratterizzazione fenotipica delle DC mediante citometria a flusso 
L’analisi fenotipica è effettuata mediante citometria a flusso o citofluorimetria 
(Citofluorimetro Epics XL; Coulter). 
 
Citometria a flusso 
È una tecnica che permette la misurazione e la caratterizzazione di cellule sospese in 
un mezzo fluido. Permette di analizzare un elevato numero di cellule in breve tempo 
Materiali e Metodi 
36 
 
(50.000 cellule in pochi secondi), quantificando numerosi parametri per ogni singola 
cellula ad una velocità molto rapida, permettendo una dettagliata analisi qualitativa e 
quantitativa. 
Una sospensione cellulare monodispersa (cellule da sangue periferico, aspirato 
midollare, colture cellulari, etc) viene iniettata in un sistema fluidico il quale tende, 
in opportune condizioni idrodinamiche, a trasportare le cellule in maniera separata e 
ordinata fino al punto di misura, dove incontra il fascio di luce focalizzata 
proveniente dal laser. L’incontro tra il raggio di luce e ogni singola cellula presente 
nel flusso cellulare genera dei segnali legati alle caratteristiche fisiche della cellula e 
alla presenza di molecole fluorescenti. Questi segnali sono raccolti da un sistema di 
lenti, specchi e filtri ottici e inviati ai rispettivi sensori (fotodiodi e fotomoltiplicatori) 
che ne misurano l’intensità. (Fig.19). 
 
 
Fig. 19 : Componenti di un citofluorimetro a flusso 
 
I segnali elettrici provenienti da ogni sensore, opportunamente amplificati e 
digitalizzati, sono inviati ad un analizzatore di dati che provvede alla loro 
visualizzazione su monitor, rappresentazione grafica (citogrammi, istogrammi, ecc) e 
definizione statistica (Fig.19 e Fig.20). 
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Fig.20: Esempi di Citogramma 
Diagramma bidimensionale ottenuto dalla combinazione del forward (dimensioni) e 
del side (granulosità) scatter (FS e SS); permette di discriminare tra diverse 
popolazioni cellulari basandosi solamente sulle loro caratteristiche fisiche. 
 
Esistono diversi modi per rappresentare un dato citofluorimetico. La 
rappresentazione piu’ semplice e’ costituita dall’istogramma (Fig.21) dove l’ascissa 
riporta l’intensita’ di fluorescenza e l’ordinata il numero di cellule che esprimono o 
meno l’antigene (diagramma di distribuzione). L’analisi statistica si basa 
sull’impostazione di cursori che delimitano le aree di interesse e sulla quantificazione 
degli eventi cellulari che rientrano in tali aree. Per ogni picco e’ possibile calcolare 
dati statistici (valore medio, deviazione standard, coefficiente di variazione, ecc). 
 
      
Fig.21: Esempi di Istogramma 
Analisi dell’espressione dell’antigene CD14 e CD83 sulle DC controllo. 
a) assenza dell’antigene CD14; b) presenza dell’antigene CD83 
a) b) 
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Caratterizzazione fenotipica delle DC 
Per le nostre analisi sono utilizzati anticorpi monoclonali specifici direttamente 
coniugati con ficoeritrina (PE) o con isiotiocianato di fluoresceina (FITC).  
Nello specifico, sono utilizzati i seguenti anticorpi monoclonali: anti-CD14-FITC 
(Immunotools, Friesoythe, Germany), CD40-PE, CD80-FITC, CD83-PE 
(Instrumentation Laboratory), MHC classe II-FITC (HLA-DR; Immunotools). 
Al 6° giorno viene valutata l’espressione dell’antigene CD14 e HLA-DR. All’8° 
giorno, invece, è valutata l’espressione delle molecole costimolatorie (CD40 e 
CD80), dell’antigene di maturazione CD83 e dell’HLA-DR.  
In ogni esperimento è introdotto un bianco, cioè un campione di ogni preparato non 
marcato, in modo da sottrarre l’eventuale autofluorescenza presente. Come controllo 
sono utilizzate delle IgG di identico isotipo. 
Il CD14 è un recettore ad alta affinità per l’LPS e per la proteina legante l’LPS; è 
espresso sulle cellule della linea mielomonocitaria, fortemente espresso sui monociti 
e sui macrofagi, debolmente sui linfociti B e sui neutrofili è invece assente su altri 
tipi cellulari. L’espressione del CD14 viene persa durante il processo differenziativo 
delle DC e pertanto la valutazione della sua assenza è utilizzata come indice di 
generazione delle DC. 
Il CD40 e il CD80 sono molecole costimolatorie necessarie per l’attivazione dei 
linfociti T, la cui espressione è up-regolata in seguito alla maturazione delle DC. 
Il CD40 è un membro della famiglia dei recettori per il TNF, presente sui linfociti B 
maturi, ma non nelle plasmacellule, è fortemente espresso sulle cellule interdigitali, 
sulle dendritiche follicolari e sui macrofagi. 
Il CD80 è un membro della superfamiglia delle immunoglobuline ed è ligando del 
CD28 e del CTLA-4; è presente sulle DC, sui linfociti B attivati e sui macrofagi. 
Il CD83 è un membro della superfamiglia delle Ig e marcatore di maturazione 
espresso esclusivamente dalle cellule di Langerhans, dalle DC del derma e dalle DC 
del sangue periferico. Non è ancora ben chiara la funzione di questa molecola di 
superficie, anche se si può affermare con certezza che la sua espressione è indotta 
esclusivamente in seguito a maturazione delle DC; pertanto, la presenza del CD83 è 
utilizzata nell’analisi fenotipica come marker di maturazione. 
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In aggiunta agli antigeni sopra elencati, è valutata l’espressione dell’HLA-DR, 
molecola appartenente al complesso maggiore di istocompatibilità umano di classe II, 
espressa da tutte le cellule che funzionano da APC; è up-regolato in seguito alla 
cattura, alla processazione e all’esposizione dell’antigene sulla superficie della 
cellula. 
Per l’immunofenotipizzazione un’aliquota di circa 1x105 cellule è lavata due volte in 
PBS e incubata per 20 minuti al buio a temperatura ambiente con una quantità 
saturante di anticorpo monoclonale, coniugato con fluorocromo. Dopo due lavaggi 
con PBS-NaN3-BSA, le cellule sono analizzate al citofluorimetro al fine di 
determinare la percentuale di cellule positive nonché l’intensità di fluorescenza.  
 
2.2.10 Caratterizzazione funzionale delle DC  
Endocitosi di FITC-destrano 
L’endocitosi mediata dal recettore per il mannosio è valutata come up-take di FITC-
destrano, in quanto tale sostanza mostra una elevata affinità per il recettore per il 
mannosio. L’attività endocitotica delle DC è valutata mediante analisi 
citofluorimetrica,  al giorno di coltura +6, in quanto in condizioni fisiologiche le 
cellule dendritiche esercitano tale funzione allo stadio immaturo. 
Le cellule dendritiche immature sono risospese alla concentrazione di 10
6
 cellule/ml 
in RPMI addizionato con il 5% di SVF. Per ciascun campione che si vuole testare, 
sono utilizzati 500 μl della sospensione cellulare e le provette sono poste in 
incubatore a 37ºC al 5% di CO2 per 30 minuti. La soluzione di FITC-destrano 
(Sigma) è preparata alla concentrazione di 2 mg/ml in RPMI-1640 addizionato con il 
10% di SVF e mantenuta riparata dalla luce in congelatore. Il FITC-destrano è pre-
riscaldato (37ºC per 30 minuti) e aggiunto (500 μl) a ciascun campione. Le provette 
sono quindi poste a 37ºC, 5% CO2 per 1 ora. E’ previsto, per ogni campione, un 
controllo in ghiaccio; a questa temperatura si misura la quantità di antigene coniugata, 
in maniera aspecifica, alla superficie cellulare senza essere inglobata nella cellula. 
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Al termine dell’incubazione i campioni sono lavati per 2 volte con PBS freddo per 
bloccare la fagocitosi ed eliminare il destrano in eccesso. Il pellet viene poi risospeso 
in 300 μl di PBS + 1% di formalina.  
L’up-take è quantificato mediante analisi citofluorimetrica in quanto il destrano è 
coniugato alla FITC, sostanza fluorescente, per cui le cellule che hanno fagocitato 
emettono una fluorescenza verde. I risultati sono espressi come differenza tra 
l’intensità media di fluorescenza misurata nel campione incubato a 37°C e quella 
misurata nel campione incubato in ghiaccio. 
 
Reazione leucocitaria mista 
La reazione leucocitaria mista (MRL) è un saggio utilizzato per valutare la capacità 
stimolatoria delle cellule dendritiche. La capacità stimolatoria delle DC nei confronti 
dei linfociti T è una funzione che incrementa con la maturazione delle DC stesse e si 
basa sul riconoscimento, da parte dei linfociti T, di alloantigeni espressi su una APC 
di un soggetto diverso. Occorrono quindi due popolazioni: 1) DC di un individuo da 
usare come “stimulator” e 2) linfociti T di un altro donatore da usare come 
“responder”. 
Le cellule stimolatrici (DC mature), al 8° giorno di coltura, sono risospese in terreno 
completo alla concentrazione di 2 x 10
5
/ml. Per ogni gruppo di DC si utilizza una 
riga completa di 12 pozzetti di una piastra da 96 pozzetti a fondo tondo, diluendo le 
DC 1:10, 1:30 e 1:90 (ogni diluizione è effettutata in triplicato). Linfociti T 
allogenici (responder) sono aggiunti alla concentrazione di 1 x 10
6
/ml ad ogni 
pozzetto.  
Per controllare la proliferazione spontanea dei linfociti T vengono allestiti 3 pozzetti 
con linfociti T da soli (1 x 10
6
/ml). La stessa cosa è fatta con ogni gruppo di DC 
utilizzato, piastrando 100 μl della concentrazione più alta (2 x 105/ml) in tre pozzetti 
e aggiungendo 100 μl di terreno. Le piastre sono incubate a 37°C per 6 giorni in 
incubatore a 5% CO2. 
La proliferazione dei linfociti T indotta dalle DC allogeniche è valutata in 
citofluorimetria, stimando la % di cellule nella fase S del ciclo cellulare dopo 
colorazione del DNA con ioduro di propidio (PI, 5 mg/mL). Per effettuare questa 
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colorazione le cellule raccolte sono fissate in etanolo al 70%; in breve, le cellule sono 
sospese in 1 ml di PBS-EDTA fredda e sono aggiunti goccia a goccia 3 ml di etanolo 
al 96% lavorando in ghiaccio e in agitazione. I campioni così fissati sono conservati 
a -20°C per almeno un giorno. Al momento dell’utilizzo, dopo 2 lavaggi con PBS, 
sono incubati per 60 minuti al buio a temperatura ambiente con 1 ml di PI (10-20 
μg/ml in PBS) e con 5 μl di RNAsi (1 mg/ml in H2O). L’acquisizione e l’analisi dei 
dati sono effettuate al citofluorimetro.  
 
 
2.2.11 Dosaggio immunoenzimatico delle citochine  
Dopo l’intervallo di esposizione della linea tumorale ai farmaci, durante il saggio 
dell’MTT, il contenuto dei pozzetti è aspirato e conservato a -80°C per il dosaggio 
delle citochine prodotte dalle cellule tumorali. 
Sono valutate le seguenti citochine: IL-6, IL-10, IL-8, VEGF e TGF-β, tramite 
metodo immunoenzimatico (ELISA), eseguito presso il Laboratorio di Analisi 
Chimico Cliniche Specializzate, Dipartimento di Medicina di Laboratorio, Ospedale 
Santa Chiara, Pisa.  
Le stesse citochine sono poi valutate nei surnatanti raccolti all’8° giorno di coltura 
delle DC da sole e delle DC sulla linea, ottenuti dalla centrifugazione delle 
sospensioni cellulari di ciascun campione, filtrati attraverso filtri da siringa con pori 
da 0.2 μm e conservati in vial alla temperatura di -80 °C.  
 
 
2.2.12 Analisi Statistica 
I dati sono espressi come medie ± deviazioni standard (DS). Le comparazioni tra 
medie sono effettuate utilizzando il test di Student (t test) per campioni appaiati. 
I valori sono considerati significativi per p<0.05 ed altamente significativi per p<0.01.
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3.1 Valutazione della vitalità cellulare (MTT Assay) 
Le cellule COLO320 sono state trattate secondo due diverse modalità: un set di 
piastre è incubato in esposizione continua per 24h, 6gg o 8gg; un altro set di piastre 
viene sottoposto a un ciclo di lavaggio con PBS per allontanare il farmaco dopo 24 h 
e incubato nuovamente per altri 6gg o 8gg. 
Nelle piastre sono inoltre sono allestiti 6 pozzetti di controllo, contenenti le sole 
cellule, senza farmaco. 
La vitalità delle cellule è stata valutata mediante l’MTT Assay al termine di ciascun 
time course. 
 
3.1.1 Esposizione continua a Cetuximab e Temsirolimus 
In Fig.22 è rappresentato l’effetto citotossico del singolo farmaco Cetuximab sulla 
linea COLO320, a diversi intervalli di esposizione continua: 24h, 6gg e 8gg. I grafici 
riportano la percentuale di sopravvivenza delle cellule trattate con ciascun farmaco 
rispetto al controllo (100 %). 
 
 
Fig.22: Effetto citotossico del Cetuximab sulla linea COLO320 dopo 24h, 6gg e 
8gg di esposizione continua (p<0.05=*; p<0.01=**; p<0.001=***) 
 
Come mostrato in figura, dopo 24 ore di esposizione, il Cetuximab non ha indotto 
effetti citotossici significativi a nessuna delle tre concentrazioni utilizzate (0.1 µM, 
1µM e 1.5 µM) mostrando percentuali di sopravvivenza sovrapponibili al controllo 
(>98%). 
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Dopo 6 giorni di esposizione continua il farmaco ha mostrato invece un’azione 
citotossica altamente significativa rispetto al controllo alle concentrazioni di 1µM e 
1.5µM, pur mantenendo una sopravvivenza elevata (80.22±1.79 e 71.61±1.89, 
rispettivamente; p<0.001). 
Dopo 8 giorni di esposizione continua non sono stati evidenziati effetti citotossici 
significativi a nessuna delle tre concentrazioni utilizzate, con sopravvivenza 
sovrapponibile al controllo (>93%). 
Nei grafici di Fig.23 è rappresentato l’effetto citotossico del singolo farmaco 
Temsirolimus sulla linea COLO320, ai diversi intervalli di esposizione continua. I 
grafici riportano la percentuale di sopravvivenza delle cellule trattate con ciascun 
farmaco rispetto al controllo (100 %). 
 
 
Fig.23: Effetto citotossico del Temsirolimus sulla linea COLO320 dopo 24h, 6gg e 
8gg di esposizione continua (p<0.05=*; p<0.01=**; p<0.001=***) 
 
Come mostrato in figura, dopo 24 ore di esposizione, il Temsirolimus ha mostrato 
un’azione citotossica altamente significativa a tutte le concentrazioni testate (0.1 µM, 
0.6 µM e 1 µM), con percentuale di sopravvivenza rispettivamente pari a 69.55±3.89, 
67.40±2.95 e 55.67±2.36 (p<0.01). 
Dopo 6 giorni di esposizione continua il farmaco ha mostrato un’azione citotossica 
altamente significativa a tutte le concentrazioni, con percentuale di sopravvivenza 
pari rispettivamente a 81.40±3.14 (p<0.01), 71.08±2.64 e 71.19±2.57 (p<0.001). 
Risultati 
45 
 
Dopo 8 giorni di esposizione continua ha indotto effetti citotossici significativi so9lo 
alla concentrazione di 1µM, con percentuale di sopravvivenza pari a 75.17±3.46 
(p<0.01). 
 
3.1.2 Esposizione a Cetuximab e Temsirolimus per 24 h 
In esperimenti aggiuntivi la linea cellulare è stata esposta per 24 h al Cetuximab o al 
Temsirolimus, lavata e incubata nuovamente per 6 e 8 giorni. 
In Fig.24 è rappresentato l’effetto citotossico del singolo farmaco Cetuximab sulla 
linea COLO320, trattata con la modalità sopra descritta. 
 
     
 
Fig.24: Effetto citotossico del Cetuximab sulla linea COLO320 trattata per 24h 
(p<0.05=*; p<0.001=***) 
 
In queste condizioni sperimentali, al sesto e ottavo giorno di coltura è visibile una 
riduzione significativa della vitalità cellulare solo alla concentrazione più alta, 1.5µM, 
con percentuale di sopravvivenza pari a 88.69±3.55 (p<0.05) e 83.77±1.94 (p<0.001), 
rispettivamente. 
Non è stato possibile calcolare il valore di IC50 per nessuna delle concentrazioni 
testate, a nessuno degli intervalli di esposizione. 
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In Fig.25 è rappresentato l’effetto citotossico del singolo farmaco Temsirolimus. 
 
     
 
Fig.25: Effetto citotossico del Temsirolimus sulla linea COLO320 trattata per 24h 
(p<0.05=*; p<0.01=**) 
 
Anche nel caso del Temsirolimus, una riduzione significativa della sopravvivenza 
cellulare è visibile solo alla concentrazione più elevata del farmaco (1 µM), sia al 
sesto giorno di coltura (85.65±1.58%; p<0.05), sia all’ottavo (86.23±1.23%; p<0.01). 
Non è stato possibile calcolare il valore di IC50 per nessuna delle concentrazioni 
testate, a nessuno degli intervalli di esposizione. 
 
3.2 Caratterizzazione morfologica delle COLO320 
Le cellule COLO320 (Fig.26) in coltura hanno una morfologia rotonda, con 
abbondante citoplasma e nucleo piccolo centrale; crescono sia in adesione sia in 
sospensione. 
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a)  b)     
Fig.26: Cellule COLO320: cellule coltivate in chamber slide e analizzate dopo 
colorazione May- Grunwald Giemsa (a) ingrandimento 100X; b) ingrandimento 63X) 
 
3.3 Dosaggio immunoenzimatico delle citochine rilasciate dalle cellule COLO320 
Mediante test E.L.I.S.A è stato valutato il rilascio, da parte delle COLO320, delle 
seguenti citochine: IL-6, IL-8, TGF-β e VEGF. 
Il dosaggio delle citochine nel mezzo di coltura è effettuato, dopo un time course di 
8gg, su un campione controllo e su campioni trattati per 24h o per 8gg con 
Cetuximab o Temsirolimus alle diverse concentrazioni scalari. 
I risultati sono riportati nelle Tabelle 1 e 2. 
Come mostrato in Tabella 1, dopo 8 giorni di esposizione continua, i due farmaci non 
hanno indotto un effetto modulatorio marcato. 
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Tabella 1: Citochine rilasciate dalle cellule COLO320 trattate con Cetuximab e 
Temsirolimus alle diverse concentrazioni scalari per 8gg in esposizione continua. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Una riduzione maggiore nel rilascio di citochine è indotta nei sistemi di coltura che 
prevedevano l’esposizione per 24h ai farmaci e successivo allontanamento (Tabella 
2). 
 
Tabella 2: Citochine rilasciate dalle cellule COLO320 trattate con Cetuximab e 
Temsirolimus alle diverse concentrazioni scalari per 24h, valutate dopo 8gg 
dall’allontanamento del farmaco. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
COLO320 
IL-6 
(pg/mL) 
IL-8 
(pg/mL) 
TGF-β 
(ng/mL) 
VEGF 
(pg/mL) 
Controllo 8,9 242,1 13,4 > 6000 
Cetuximab     
0,1 µM 8,4 338,3 13,9 > 6000 
1 µM 6,4 235,4 12,3 > 6000 
1,5 µM 6,9 211,2 11,7 5045 
Temsirolimus     
0,1 µM 2,8 190,5 9,5 4872 
0,6 µM 3,5 133,3 9,4 4729 
1 µM 4,6 99,1 10 5039 
COLO320 
IL-6 
(pg/mL) 
IL-8 
(pg/mL) 
TGF-β 
(ng/mL) 
VEGF 
(pg/mL) 
Controllo 5 700,5 9,1 >6000 
Cetuximab     
0,1 µM 4,8 671,3 7,2 5109 
1 µM 3,2 367,2 2,7 4987 
1,5 µM 3,5 447,5 3 4739 
Temsirolimus     
0,1 µM 1,7 107,5 5,1 4923 
0,6 µM 0,7 30,4 2,3 4207 
1 µM 1,3 35,4 3,7 4766 
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Pertanto, le concentrazioni dei farmaci che meglio modulavano il rilascio di 
citochine, senza indurre un’eccessiva mortalità delle COLO320, sono rispettivamente 
1 µM per il Cetuximab e 0,6 µM per il Temsirolimus in esposizione per 24h. 
Queste concentrazioni sono quindi state scelte per l’allestimento degli esperimenti 
successivi. 
Il modello di esposizione continua ai farmaci per 8gg non è stato utilizzato per gli 
esperimenti successivi sia perché ha mostrato un effetto modulatorio meno marcato 
sulla linea tumorale, sia perché, in un esperimento preliminare, i farmaci (soprattutto 
il Temsirolimus) hanno indotto un effetto inibitorio diretto sulla generazione e 
maturazione delle DC (dati non mostrati). 
La vitalità delle cellule COLO320 esposte all’associazione farmacologica, valutata 
attraverso conta cellulare con colorante Trypan-Blue al sesto e ottavo giorno di 
coltura, era sempre superiore al 70%. Il dosaggio immunoenzimatico delle citochine 
prodotte dalla linea trattata con l’associazione dei due farmaci ha mostrato una 
migliore modulazione del rilascio di VEGF (3766 pg/mL) senza indurre sostanziali 
differenze sulla modulazione del rilascio delle altre citochine rispetto alla linea 
trattata con i singoli farmaci. 
 
3.4 Influenza della linea tumorale COLO320 sulla differenziazione e 
maturazione di Cellule Dendritiche da Monociti CD14
+
  
3.4.1 Caratterizzazione morfologica delle Cellule Dendritiche 
L’osservazione al microscopio invertito delle colture controllo ottenute al giorno +6 
ha evidenziato numerosi cluster cellulari, scarsamente aderenti alle piastre. Al 
microscopio ottico appaiono come cellule tondeggianti con scarsi processi 
citoplasmatici (Fig.27, a; cellule ottenute dopo colorazione May-Grunwald Giemsa). 
Le cellule ottenute al giorno +8, dopo 48 ore dall’aggiunta dell’LPS alla coltura, 
mostrano la morfologia caratteristica delle cellule dendritiche mature: grandi 
dimensioni cellulari con aspetto a velo, nuclei grandi posizionati lateralmente, e 
numerosi e sottili processi citoplasmatici (Fig.27, b). 
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a)    b)  
 
Fig.27: Cellule coltivate in presenza di IL-4 e GM-CSF analizzate dopo 
colorazione May- Grunwald Giemsa al giorno +6 (a) e al giorno +8 (b) 
 
Le cellule ottenute dalla co-coltura con la linea COLO320 hanno un aspetto simile 
anche se presentano un nucleo in posizione più centrale; sono inoltre evidenti su 
alcune cellule corpi apoptotici (Fig.28, a). 
 
 
a)     b)  
 
Fig.28: Cellule coltivate in presenza di IL-4 e GM-CSF in co-coltura con la linea 
COLO320,  analizzate dopo colorazione May- Grunwald Giemsa al giorno +8 
 
Le cellule presenti nelle colture con la linea tumorale trattata con Cetuximab e 
Temsirolimus hanno aspetto simile al controllo (Fig.28, b). 
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3.4.2 Caratterizzazione Fenotipica delle Cellule Dendritiche 
La caratterizzazione fenotipica è effettuata valutando l’espressione dell’antigene 
CD14, delle molecole costimolatorie CD40 e CD80, degli antigeni CD83 e HLA-DR, 
sia come valore percentuale che come intensità media di fluorescenza (MFI) dove il 
valore percentuale è maggiore dell’80%. 
Al giorno +6, sulle cellule ottenute dalle colture controllo, l’esame citofluorimetrico 
ha confermato la morfologia dendritica: è negativa infatti l’espressione dell’antigene 
monocitario CD14 (0.96±0.27%). 
Le cellule differenziate in presenza della linea tumorale COLO320, mantengono al 
contrario una parziale espressione dell’antigene rispetto al controllo (27.83±0.86%; 
p<0.01). L’analisi delle cellule ottenute dalle co-colture con la linea trattata 
farmacologicamente ha mostrato una riduzione significativa dell’antigene rispetto a 
quella non trattata (21.76±1.33%; p<0.05) (Fig.29). 
 
Al giorno +8, dopo aggiunta di LPS, è stata nuovamente valutata l’espressione 
dell’antigene monocitario CD14 sulle cellule ottenute dalle co-colture: le DC 
cresciute sulle COLO320 non trattate mostrano ancora livelli di CD14 
significativamente superiori rispetto al controllo (13.34±1.34%; p<0.01). 
Al contrario, le DC cresciute sulla linea trattata non mostrano differenze significative 
rispetto al controllo (4.32±1.28%; p>0.05) (Fig.29) e mostrano una riduzione 
altamente significativa rispetto alle DC cresciute sulla linea non trattata (p< 0.01). 
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a)  
b)  c)  
Fig.29: Espressione dell’antigene CD14 (a) (p<0.05=*; p<0.01=**); Overlay degli 
istogrammi di un esperimento esemplificativo dell’espressione del CD14 sulle DC 
al giorno +6 (b) e al giorno +8(c) 
 
Al giorno +6 l’antigene HLA-DR è espresso da oltre il 90% sia delle cellule 
controllo sia delle cellule ottenute dalle co-colture con la linea tumorale. Tuttavia, 
relativamente all’intensità media di fluorescenza (MFI), le DC cresciute sulla linea 
non trattata mostrano una MFI significativamente aumentata rispetto al controllo 
(169.6±11.76 verso 90.57±1.17, rispettivamente; p<0.05) (Fig.30). 
Le DC derivate dalla co-coltura con la COLO320 trattata con l’associazione 
farmacologica mostrano anch’esse un aumento significativo dell’espressione 
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dell’HLA-DR rispetto al controllo (100.9±3.8; p<0.05), ma significativamente 
ridotto rispetto alle DC cresciute sulla linea non trattata (p<0.01) (Fig.30). 
 
 
Fig.30: Espressione dell’antigene HLA-DR (p<0.05=*; p<0.01=**) 
 
 
In Fig.31 e Fig.32 sono riportati i grafici relativi alla caratterizzazione fenotipica 
delle cellule dendritiche cresciute sulla linea tumorale, trattata e non trattata, indotte 
a maturazione con LPS. 
Lo stimolo maturativo induce nelle DC controllo un’up-regolazione delle molecole 
costimolatorie CD40 e CD80, dell’antigene CD83 e dell’antigene HLA-DR, che 
sono espresse da più del 90% delle cellule. 
Anche nei sistemi di co-coltura, le  molecole costimolatorie CD40 e CD80 e 
l’antigene HLA-DR sono espresse da più del 90% delle cellule. 
Tuttavia è evidenziabile una riduzione altamente significativa dell’espressione delle 
molecole costimolatorie CD40 e CD80 (rispetto al controllo) (MFI CD40: 
962.3±15.87 verso 2186±199.3; p<0.01; MFI CD80: 64.57±3.24 verso 187.8±2.34; 
p<0.01; rispettivamente). 
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Il trattamento farmacologico della linea riduce ulteriormente l’espressione delle due 
molecole (MFI CD40: 464.6±78.0; p<0.01; MFI CD80: 30.6±5.32; p<0.01; 
rispettivamente). 
L’antigene HLA-DR è espresso dalle cellule cresciute in presenza della linea 
tumorale con un’intensità media di fluorescenza lievemente inferiore rispetto al 
controllo (628.9±18.89 verso 769.0±62.27, rispettivamente; p>0.05). 
Il trattamento farmacologico delle COLO320 induce una diminuzione 
dell’espressione altamente significativa rispetto alle DC cresciute sulla linea non 
trattata (260.1±11.93; p<0.001). 
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Fig.31: Espressione delle molecole costimolatorie CD40, CD80 e dell’antigene 
HLA-DR sulle DC al giorno  +8 di coltura (p<0.05=*; p<0.01=**; p<0.001=***) 
 
 
Le DC cresciute sulla linea non trattata mostrano, rispetto al controllo, una riduzione 
significativa dell’antigene CD83 (42.54±1.92% verso 92.78±2.91%, rispettivamente; 
p<0.05) (Fig.32). 
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Al contrario, le DC cresciute sulla linea trattata mostrano una percentuale 
d’espressione del CD83 non significativamente diversa dal controllo (74.85±2.14; 
p>0.05) e significativamente più elevata rispetto alle co-colture senza trattamento 
(p<0.001) (Fig.32). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.32: Espressione dell’antigene di maturazione CD83 al giorno +8  di coltura (a) 
(p<0.05=*; p<0.001=***); Overlay degli istogrammi dell’espressione dell’antigene 
CD83 sulle DC ottenute dai vari sistemi di coltura (b) 
 
Per valutare gli effetti della linea cellulare sulla maturazione delle DC sono stati 
allestiti ulteriori esperimenti, trasferendo sulla linea tumorale le DC immature già 
differenziate (giorno +6) e mantenendole in co-coltura per 48h. 
La caratterizzazione fenotipica è visibile in Fig.33. 
La linea, in assenza di stimolo maturativo (-LPS), non è in grado di indurre la 
maturazione delle DC. Infatti, analogamente alle DC immature delle colture 
controllo, poche cellule esprimono il marker di maturazione CD83 (9.86±0.43% 
verso 7.72±2.43%,  rispettivamente; p>0.05). 
a) b) 
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Relativamente alle molecole costimolatorie, le DC ottenute dalle co-colture mostrano 
una riduzione significativa dell’espressione del CD40 (345±27.58; p<0.05) e un 
aumento significativo della percentuale dell’antigene CD80 (65.80±6.81%; p<0.05) 
rispetto al controllo ( CD40: 590.5±31.73; CD80: 29.27±4.12%). 
Anche l’espressione dell’antigene HLA-DR risulta significativamente aumentata 
rispetto al controllo (195.2±6.57 verso 90.57±1.43, rispettivamente; p<0.01). 
Il trattamento farmacologico non induce particolari differenze rispetto alle DC da co-
colture non trattate. 
Le DC trasferite sulla linea tumorale al giorno +6 in presenza di LPS mostrano 
rispetto alle DC controllo un aumento significativo dell’espressione della molecola 
costimolatoria CD40 (MFI: 2488±110.4 verso 2186±199.3, rispettivamente; p<0.01) 
mentre il trattamento farmacologico ne abbassa significativamente l’espressione 
rispetto alle colture non trattate (813.2±111.7 verso 2488±110.4, rispettivamente; 
p<0.001). 
L’espressione della molecola CD80, nelle colture non trattate, non è sostanzialmente 
modificata rispetto al controllo, mentre in quelle trattate risulta significativamente 
diminuita sia rispetto al controllo sia rispetto alle non trattate (65.63±6.69 verso 
187.8±2.34; p<0.01; 65.63±6.69 verso 147.2±11.58; p<0.01). 
Le percentuali di espressione dell’antigene di maturazione CD83 non sono 
sostanzialmente modificate rispetto al controllo, né nelle co-colture in assenza di 
trattamento farmacologico né in quelle trattate. 
Per quanto riguarda l’espressione dell’antigene HLA-DR si evidenzia una riduzione 
dell’intensità media di fluorescenza non significativa rispetto al controllo (MFI: 
627.1±8.3 verso 769.0±62.27; p>0.05), l’associazione farmacologica ne abbassa 
l’espressione in maniera altamente significativa rispetto alle colture non trattate 
(267.7±5.84 verso 627.1±8.3, rispettivamente; p<0.001). 
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Fig.33: Caratterizzazione fenotipica delle DC. Le DC sono state  trasferite al giorno 
+6 sulla linea COLO320, trattata e non trattata, in presenza e in assenza di LPS 
(p<0.05=*; p<0.01=**; p<0.001=***) 
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3.4.3 Caratterizzazione funzionale delle cellule dendritiche 
Pinocitosi Mediata dal Recettore per il Mannosio 
L’attività endocitica è considerata una caratteristica funzionale prerogativa delle 
cellule dendritiche immature. Abbiamo valutato l’attività endocitica delle DC al sesto 
giorno di coltura, mediante analisi citofluorimetrica, come accumulo intracellulare di 
FITC-destrano. Le cellule dendritiche ottenute dalle colture cresciute sulla linea 
tumorale hanno un’attività fagocitica significativamente ridotta rispetto al controllo 
(38.73±8.44 verso 83.50±10.33, rispettivamente; p<0.05).  
Le cellule dendritiche ottenute dalle colture cresciute sulla linea tumorale trattata non 
mostrano differenze significative rispetto alle DC cresciute sulla linea non trattata 
(26.27±2.66; p>0.05). 
 
Reazione Linfocitaria Mista 
La capacità stimolatoria delle DC nei confronti di linfociti T è una funzione che 
incrementa con lo stato maturativo e può essere osservata nelle reazioni linfocitarie 
miste allogeniche. Abbiamo pertanto comparato in tre esperimenti la capacità delle 
DC mature, cresciute sulla linea COLO320, di indurre  la proliferazione di linfociti T 
allogenici con quella di DC mature ottenute da colture controllo dello stesso donatore. 
In particolare, la proliferazione dei linfociti T è stata determinata valutando la 
percentuale di cellule in fase S del ciclo cellulare, dopo colorazione con IP. 
L’attività stimolatoria delle DC cresciute in co-coltura con le cellule tumorali è 
ridotta in maniera significativa rispetto al controllo (7.63±0.77% verso 16.42±0.77%, 
rispettivamente; p<0.05) (Fig.34). 
Al contrario, l’attività stimolatoria delle DC cresciute sulle cellule tumorali trattate 
coi farmaci risulta significativamente aumentata rispetto alle DC cresciute sulla linea 
non trattata (13.43±1.02%; p<0.05), mentre non mostra differenze significative 
rispetto alle DC controllo (13.43±1.02%; p>0.05). 
Le DC immature trasferite al giorno +6 sulla linea, trattata e non trattata, sottoposte a 
stimolo con LPS non mostrano differenze significative rispetto al controllo 
(16.80±0.61% e 13.97±0.89%, rispettivamente) (Fig.34). 
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Fig.34: Reazione linfocitaria mista (p<0.05=*) 
 
3.5 Dosaggio immunoenzimatico delle citochine 
Nei surnatanti delle colture controllo e delle co-colture delle DC cresciute sulle 
cellule tumorali, trattate e non trattate con Cetuximab e Temsirolimus, sono state 
dosate, mediante test E.L.I.S.A., le seguenti citochine: IL-6, IL-8, IL-10, TGF-β e 
VEGF. 
I risultati ottenuti sono mostrati in Fig.35. 
I livelli di VEGF sono elevati nei surnatanti delle colture della linea COLO320 
(5429±184.0 pg/ml) mentre sono scarsi in quelli delle DC controllo (102.5±46.0 
pg/ml). Il trattamento della linea induce una riduzione significativa di questa 
citochina (4123±104.9 pg/ml; p<0.01). 
 
Nei sistemi di co-coltura, sia non trattati che trattati, i livelli di VEGF sono diminuiti 
significativamente rispetto ai livelli prodotti dalla linea cellulare (rispettivamente 
2250±275.2 pg/ml e 2462±286.9 pg/ml; p<0.05). 
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L’IL-6, IL-8 e IL-10 invece sono prodotte dalle cellule dendritiche ma non dalle 
cellule COLO320. 
Le DC cresciute sulla linea trattata e non trattata rilasciano livelli di IL-6 e IL-8 non 
significativamente diversi rispetto alle DC controllo.  
L’IL-10 prodotta dalle DC in co-coltura con le COLO320 non trattate è 
significativamente inferiore rispetto alle DC controllo (187.5±0.44 pg/ml verso 
320.4±20.31 pg/ml, rispettivamente; p<0.05). 
Il trattamento farmacologico della linea tumorale ne riduce significativamente il 
rilascio, sia rispetto al controllo (1.6±0.23 pg/ml, p<0.01) sia rispetto alle DC sulla 
linea non trattata (p<0.001). 
Il rilascio di TGF-β non mostra particolari differenze né rispetto al controllo né 
rispetto al trattamento farmacologico. 
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Fig.35: Dosaggio immunoenzimatico delle citochine  
(p<0.05=*; p<0.01=**; p<0.001=***)
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La manipolazione del sistema immunitario, intesa come sviluppo di strategie atte da 
un lato ad amplificare le risposte immunitarie spontanee e dall’altro ad inibire i 
meccanismi di immunosoppressione adottati dal tumore, costituisce un’interessante 
approccio terapeutico con caratteristiche di specificità e riduzione degli effetti 
collaterali rispetto alla chemioterapia convenzionale. Meccanismi adottati dai tumori 
per evadere il sistema immunitario sono fattori che contribuiscono ulteriormente alla 
progressione tumorale. Sono considerati importanti sia meccanismi operanti a livello 
del microambiente tumorale sia fattori sistemici. E’ stato dimostrato che fattori 
immunosoppressivi, tipo il Transforming Growth Factor (TGF)- β, IL-10, l’IL-6 ed il 
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), prodotti dalle cellule tumorali, 
agiscono a diversi livelli (sia locale sia sistemico) nell’inibire risposte immunitarie 
efficaci. 
Le basi molecolari della risposta alle terapie contro il cancro sono complesse, poiché 
comportano processi multipli e corrispondenti pathways e network cellulari (Damia 
G at al., 2007; Weiner LM at al., 2009). La nuova generazione di terapie mirate è 
stata concepita per incidere su specifici processi molecolari che controllano la 
crescita tumorale, la sopravvivenza, l'apoptosi (Vincenzi B at al., 2008).  
Il pathway dell’Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) è un processo 
complesso e finemente regolato, coinvolto nella angiogenesi e nella crescita, 
proliferazione e sopravvivenza cellulare; alterazioni in questo processo possono 
contribuire alla carcinogenesi colon rettale, quindi l’EGFR può essere considerato un 
target nella terapia del tumore del colon-retto.  
Sono stati sviluppati diversi agenti antitumorali che interferiscono con il pathway 
dell’EGFR (Vincenzi B at al., 2008). Tra questi, il Cetuximab è utilizzato per il 
trattamento del carcinoma colon rettale sia come monoterapia sia in combinazione 
con altri chemioterapici (Vincenzi B at al., 2010). I meccanismi attraverso i quali il 
Cetuximab svolge la sua attività antitumorale sono numerosi e non ancora del tutto 
compresi: essi includono l'inibizione della progressione del ciclo cellulare, 
dell'angiogenesi, dell’invasione e della metastatizzazione, l'attivazione dell’apoptosi, 
e la citotossicità sinergica con la chemioterapia e radioterapia (Zheng T at al., 2010). 
Il pathway dell’mTOR rappresenta un regolatore cruciale della crescita e della 
proliferazione. L’attivazione del complesso mTOR rappresenta uno step decisivo nei 
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processi di crescita cellulare, intervenendo direttamente sui regolatori del ciclo 
cellulare e indirettamente sostenendo l’apporto di nutrienti all’interno della cellula, 
sia attraverso la produzione di trasportatori, sia promuovendo l’angiogenesi.  
Nel processo angiogenetico, la formazione di nuovi vasi sanguigni per procurare 
ossigeno e nutrienti alle cellule in crescita e divisione, aumenta la translazione di 
hypoxia-inducible factor 1 (HIF-1) / hypoxia-inducible factor 2 (HIF-2) (Del Bufalo 
D at al., 2006). I fattori di trascrizione HIF guidano l’espressione dei geni in risposta 
a uno stress da ipossia, inclusi i fattori di crescita angiogenica come VEGF, platelet-
derived growth factor β (PDGF-β), transforming growth factor α (TGF-α) (Patel PH 
at al., 2006). 
La comprensione del ruolo dell’mTOR come regolatore di molti processi cellulari e 
del suo potenziale come target terapeutico, ha aperto diverse possibilità di 
trattamento in vari tipi di cancro (Advani SH, 2010). 
Il Temsirolimus, inibitore selettivo dell’mTOR, è indicato nel trattamento di prima 
linea di pazienti con carcinoma avanzato a cellule renali (RCC) e nel trattamento di 
pazienti adulti con linfoma a cellule mantellari refrattario e/o recidivante (MCL). 
L’attività antitumorale di Temsirolimus, è dovuta alla sua capacità di abbassare i 
livelli di fattori di trascrizione che regolano la capacità dei tumori di adattarsi ai 
microambienti in ipossia e di produrre il fattore angiogenico VEGF, impedendo 
quindi lo sviluppo vascolare. Inoltre, la proteina mTOR, è implicata nella via di 
traduzione del segnale mediato dall’EGFR sulla quale agisce anche il Cetuximab. 
Poiché il VEGF è un regolatore della funzione delle cellule dendritiche, l’inibizione 
del VEGF determina attivazione delle DC e uno shift verso un’immunità cellulare 
(Th1) che si ritiene possa favorire il “rigetto” del cancro. Inoltre, mTOR, è un 
elemento del pathway di attivazione delle DC. Non ci sono tuttavia dati sugli effetti 
in vivo del temsirolimus sul sistema immune (Laschos KA et al 2010). Le DC 
giocano un ruolo centrale nell’iniziazione e controllo dell’immunità cellulare T-
mediata. L’importanza delle cellule dendritiche nell’immunità antitumorale è 
ascrivibile alla loro capacità di presentare antigeni tumorali su molecole MHC di 
classe I e II, di orientare le risposte immunitarie attraverso la secrezione di citochine 
regolatrici, di attivare i linfociti T naive inducendo risposte T-citotossiche tumore-
specifiche, di stimolare l’attività delle cellule NK. 
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Studi recenti hanno mostrato che le cellule tumorali possono sfuggire al controllo 
immunitario mediante diversi meccanismi di escape tumorale: inibizione del 
differenziamento in DC da precursori ematopoietici, inefficiente maturazione delle 
DC da precursori monocitari CD14
+, induzione dell’apoptosi nelle DC circolanti. 
Aggiuntivamente studi condotti su tumori murini e umani hanno indicato che fattori 
di derivazione tumorale e la presenza di altre cellule mieloidi, in particolare le cellule 
soppressorie di derivazione mieloide (MDSC) e i macrofagi associati al tumore 
(TAM), conducono ad una ridotta maturazione e funzione delle DC (Marigo I at al., 
2008; Gabrilovich D., 2004; Ghiringhelli F et al., 2005; Sica A at al., 2007; Fainaru 
O et al., 2009). 
Infatti, i tumori contengono un numero inferiore di DC mature rispetto ai tessuti sani 
corrispondenti (Gabrilovich D at al., 1998; Fainaru O et al., 2009) e mostrano 
numerose DC immature con difettiva capacità a stimolare l’immunità antitumorale 
adattiva (Ghiringhelli F et al., 2005; Fainaru O et al., 2009). Pertanto la progressione 
tumorale dipende dall’interazione che si viene a creare tra queste cellule e quelle 
neoplastiche. Inoltre, è stato visto che le DC, in aggiunta al loro ruolo classico di 
cellule presentanti l’antigene, sono in grado di promuovere l’angiogenesi (Conejo-
Garcia JR et al., 2004; Coukos G et al., 2005; Fainaru O et al., 2008; Fainaru O et al., 
2009). Tumori con angiogenesi ad elevata crescita hanno un’incrementata capacità di 
inibire la maturazione delle DC rispetto ai tumori “dormienti”.  
 
Sulla base di quanto detto, in questo studio abbiamo utilizzato, in vitro, 
Temsirolimus e Cetuximab in associazione per il trattamento di una linea di tumore 
colon rettale (COLO320, wild type per Kras), al fine di valutarne gli effetti sulla 
linea tumorale stessa e sulla sua interazione con i processi generativi e maturativi 
delle cellule dendritiche umane.  
Per valutare se i due farmaci potessero indurre una modulazione sulla linea tumorale, 
in un primo set di esperimenti abbiamo valutato la vitalità della linea trattata 
mediante un test di citotossicità (MTT Assay) e il rilascio citochinico mediante 
dosaggi immunoenzimatici. Poiché dai dati di un esperimento preliminare è emerso 
che anche le cellule dendritiche sono influenzate dai farmaci, abbiamo disegnato un 
modello sperimentale che prevedeva un pre-trattamento della linea tumorale con 
l’associazione farmacologica per 24 ore seguito da lavaggi per allontanare i farmaci.  
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Per l’analisi dei dati relativi ai dosaggi delle citochine rilasciate dalle cellule tumorali, 
il nostro interesse si è focalizzato soprattutto sul rilascio di VEGF, pur valutando 
anche altre citochine ad azione immunosoppressoria. Abbiamo così selezionato le 2 
concentrazioni dei farmaci che meglio modulavano il rilascio di citochine, senza 
indurre un’eccessiva mortalità delle COLO320 e sono quindi state associate per il 
trattamento delle cellule tumorali prima della co-coltura con i monociti o le DC.  
Per comprendere il ruolo di eventuali fattori solubili rilasciati dalle cellule tumorali 
sui processi di differenziazione e di maturazione delle cellule dendritiche umane, 
abbiamo effettuato co-colture in vitro della linea neoplastica COLO320 con monociti 
o con cellule dendritiche in un sistema di coltura transwell. Questo sistema permette 
di creare due compartimenti cellulari distinti, separati da una membrana permeabile 
ai fattori di crescita e nutrizionali. 
La persistenza di cellule CD14
+
 nei sistemi di co-coltura ha suggerito che la linea 
tumorale in questione possa parzialmente inibire la differenziazione delle DC dai 
precursori monocitari e ridurre la maturazione delle DC generate in questi sistemi, 
come mostrato dalla significativa down-regolazione delle molecole costimolatorie e 
degli antigeni CD83 e HLA-DR, rispetto ai controlli. Inoltre, la linea si è mostrata in 
grado di inibire la funzionalità dendritica; infatti risulta diminuita, rispetto al 
controllo, sia la capacità fagocitica delle DC sia la capacità di presentare l’antigene a 
linfociti T allogenici nella reazione leucocitaria mista.  
Fattori rilasciati nel microambiente dalle cellule tumorali, quali VEGF, IL-6, IL-10, 
inibiscono il differenziamento delle DC a partire da precursori ematopoietici e 
monocitari e/o la loro maturazione (Della Bella S et al., 2003; Pinzon Charry et al., 
2005; Ormandy et al., 2006; Sakakura et al., 2006; McCarter et al., 2007; Sciarra et 
al., 2007). La linea tumorale COLO320, in accordo con questi studi, produce elevati 
livelli di VEGF; al contrario, non produce né IL-6, né IL-10. Poiché le DC di per sé 
non producono VEGF, è possibile che il difetto differenziativo e maturativo delle DC, 
osservato nel nostro studio, sia pertanto attribuibile a questa citochina. A conferma 
del possibile ruolo del VEGF, nel nostro studio abbiamo dimostrato che il 
trattamento della linea con l’associazione di Cetuximab e Temsirolimus ha indotto 
una significativa riduzione della secrezione del VEGF e le cellule ottenute dalle co-
colture trattate hanno mostrato un fenotipo paragonabile alle DC controllo. Infatti, 
l’associazione farmacologica ha ripristinato la capacità differenziativa dei monociti 
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in cellule dendritiche, come mostrato dalla down-regulation dell’antigene CD14. 
Relativamente alla maturazione, pur non influenzando l’espressione delle molecole 
costimolatorie CD40 e CD80 e dell’antigene HLA-DR, il trattamento farmacologico 
ha indotto un’up-regolazione dell’espressione dell’antigene di maturazione CD83, a 
valori paragonabili al controllo; infine, le DC ottenute in questo sistema hanno 
mostrato una capacità di stimolare i linfociti T nella reazione leucocitaria mista, 
paragonabile alle DC controllo.  
 
Negli ultimi anni è stata data particolare importanza allo studio dei mediatori solubili 
presenti nel microambiente tumorale destando interesse scientifico per l’eventuale 
identificazione di nuovi target terapeutici. Il VEGF prodotto dal tumore sembrerebbe 
agire come un inibitore della generazione delle DC a partire da precursori monocitari 
e della funzionalità di queste importanti cellule. Se questo è vero, una terapia anti 
VEGF potrebbe essere un promettente trattamento contro il cancro per ripristinare la 
funzione delle DC in combinazione con la soppressione dell’angiogenesi associata al 
tumore. 
Si ritiene che questo modello sperimentale possa contribuire alla comprensione dei 
meccanismi che sottendono la soppressione immune indotta dal tumore e pertanto al 
disegno di future terapie immunomodulanti. 
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